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1^003 



Vorab per Fax: 39 Sei 



2. Sendunq bei erster Senduni 



t eine Seite 



PCX 



ANTRAG 



Der Uncerzeichnete beantragi. dafi die vorlicgende 
imemationald Anmcldung nach dem Venrag fiber die 
Internationale Zusammcnorbeii auf dem Gebict des 
Pateniwesens behandelc wlrd. 



Vom Anmeldeamt auszufiiUcn 



Inceraadonalcs AktenzeicHcn 



Intcmaiionales Anmeldedatum 



Name das Anmeldeamts und "^PCT Intcrngtional Application" 



Akienzeichen dcs Anmelders Oder Anwalcs (falls gewimschi) 
(max. n Zeichen) K 2779 - hu/fTlSl 



Fdd Nr. i BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Seleiction von monoklonalen Anti 


korpern 


Feld Nr, D ANMELDER 


Name unti Anschrifr {Familknimxe, Vomme: bei juristischin Fersonen volhimh^i! mtUcht Bi'Mchnms, 
Bei der Anschrift sind dU PosiUiiiaM und der l^ame des Staais aioiisbeu. Der in diesem Feld in dtr 
Aiischrifi an^esfbene Staat isi der Smi des Sirys oder Wohnsifz^i des hmiiders. sofem nachstehend kem 
Smi des Silzes oder Wohnsifzes angegeben ist.i 

Deutsches Krebsforschungszentrum 1/ 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenhei/ner Feld 280 

D-69120 Heidelberg 
DE 


j 1 Diese Person ist 
' — ' gleichzeidg Erfinder 


Telcfonnr.: 


Telefaxnr-: 


Femschreibnr: 


SiaaisansehiirigJceii (Staai): 

OE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat); 

DE 


Dicse Perion Lsl Anmelder die Bcslim- [^"1 olle BeSlimraUflgSSra^ucn mil Ausnahmc nurdieVereinigicn | 1 die im Zusaisfcid 
fUf folgende Staatcn: 1 _J munfemaiiien 1 X 1 tier VenciniaccnStaaten von Amerika | | Slaiiien von Aincrika I I nngcgcbcniivScaaicn 


Fdd Nr, lU WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familiennme, Vomame; heijuri^iischcn Personen wlbtandige amtlkhe Bezeiclmn§. 
Bei der Anscbtijr sind die Postleifzahl und der Name des Smis anzuitben. Der in diesem Feld in der 
Anschnft angef^ebcne Staat isi dtr Siaai da Slizes Oder Wnhnsirzes des Anmetders, sofem rwdwehend kein 
S'm des Sikes cder Wphnxiizes an^e:*eben isL ) 

BREITLING, Frank ^ 
Bergheimer Str. 123 

D-69120 Heidelberg 

DE 


Diese Person ist: 
I 1 nur Anmelder 

fx 1 Anmelder und Erfinder 

: 1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
1 — 1 angeknuzi, so sind die nachsteheiiden 
Angaben nichi ntSiig.) 


Siaa[san°;eh8ri°keic (Staai): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat); 

DE 


Diese Person ist Anmelder l 1 alle Beslim- ] 1 aJIe Bs.siimmiingssmien mit Ausnohinc nurdic Vcrcinigtcn 1 1 die im Zusaizfeld 

fiir tToI^cndc Staatcn: LJ mungSdiai\ieii 1 I Ucr Vireini^tcn Siaaicn von Amerika j | Slaatcn von Amtrilci j I anjcgcbenfirt Soaicn 


X Wcitcre Anmeldcr und/oder (weitere) Erfinder sind auf cincm Fortseizungsblatt angcgcbcn, 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Dis folgende Pei^on wird hiemiit bcstcllt/isi besiellt worden. um ftir den (die) Anmelder v Anw=ili 1 1 S^"^*^^"^'^^^^ 
vor den zustandigcn intcmationalen Behtirden in folgcndcr Eijicnschaft zu handeln als: l_J ^ 1 i Vcrtrctcr 


Name und Anschrift; _ (fami7i£n/7fl/n^. Vomame: bei jitristischen Persnnen voUsrandige aniiliche 
Bezsichnuns- Bei der Anschrifi sind die Posiielimhl wul der Name des Staais 
anwseben.) 

HUBER. Bernard HUBER & SCHUSSLER 
Trudsringer Str. 246 patenunwSlte • Patent Attorneys . 
81825 Munchen Tnideringer StraBe 246 ^ 81825 Munchen 

Tfel . 089/42 72 47 48 ■ 089/42 72 47 49 


Telcfonnr: 

089 / 42724748 


'Telefaxnr.: 

089 / 42724749 


;Femschrcibnr.; 


1 — 1 Zustdlanschrifl: Dieses Kiistchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vcitrctcr bcstcllt ist und scan desscn im 
1 1 obigen Feld eine spcziellc Zustcllanschrift angegeben ist. 
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BlauNr. 



Fortsetzung von Feld Nr. HT WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFTNDER 


Wird keines derfolgeruUn F elder benutzi, so solUe dUses Blaxt dem Antrag nicht beigeftigt werden. 


Ntmfi und Anschrift: {Familknnojne, Vomme: btijvrhmhin Fersonen vollsiandii^ analiche Bttteichnuns. 
Bd der Anschrift nnd die PosileiimM und der Home des Stoats anzugeben. Der in diesem Fi\d in der 
Aruchrifi ansfgebene Stan: at der Smi des Sines odtr Wohnsiiz&s d:s Anmeldtrs, sofem nachstfhend ktin 
Statu des Sines oder Wplmsices ange^iben ist.) 

POUSTKA, Annemarie ^ 
Werderstr. 36 

D-69120 Heidelberg 
OE 


• Diese Person ist: 
1 [ 1 nur Anmelder 

1 X| Annielder und Erfinder 

1 1 nur Erfindcr (H'/rrf dieses Kustchen 
, 1 — 1 angekreuzt, so sind die ntichstelienden 
An^aben nicht nSiiR,) 


Staacsangehorigkeit CStaai): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Stint): 

DE 


Diase Person i,sr Anmcldcr r— i geslim- | 1 alls Bestimmungsitaarcii mii Ausnnhme HT"! nur iHe Vereiaigicn |~n die im Zusaizfeld 
filr Folscndc Staalcn: 1 1 fmmgsscaaien | | der Vercinigtcn Siaawn von Amcnka ' 1 Staaicn von Amcrika | | ongcgebcnen Smicn 


Name und Anschrirt: (Familienname, Vomame: heijurisiischen Perronfn voihmdige nmilicht Beieichnuns. 
Bit der Anschrift sind die Postleitzabl und der Ham£ des Siaais am^eben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift iinges'-'^ene Stm Ut der Staat d€s Siijss oder Wohiuiizes des Anmeiders, sofern nsrhsieheiid kein 
Stam des Sitzes oder Wolmsitzes mse^ebcn ist.) 

MOLDENHAUER, Gerhard ^ 
Bruckenstr. 41 

D-69120 Heidelberg 
D£ 


Diese Person isn 
1 1 nur Anmelder 

1 X 1 Anmcldcr und Erfinder 

■ nur Erfmder fWird dieses Kastcben 
• 1—1 an^ekretiit. so sind die nuchstehenden 
j An^tfhen nicht n^r/?J 


Slaatsangchorigkcit (Staat): 

DE 


Sit2 Oder Wolinsicz (Staat); 

DE 


Dicsc Penson wl Anmcldfir alle Bcsdm- [~n illc BcsrimmunDstnaKn nii( Ausnahmc rTT*] nurdic Vercinigtcn [ 1 ditim Zusaizfeld 
fUr folgcndc Stiaien: LJ mun^sMnjtten L-J der V'crcinigwnSuiaiert von Amcrika LAJ Siaatcn von Amenka 1 I an^cgebcncnSluaien 


NaTTifi und Anschfife (Familienname, Vomame: beijuristischen Penunen vollst&ndigi amliche Bezeicbnung. 
Bei der Anschrift sind die Posdeii^jahl und der Name des Stoats anzM^eben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift ange^ebene Siaat ist der Staal des Sitziis Oder Wohnsitzes des Anmelders. sofem nachsiehetid /reni 
Swat des Sirzes oder Wohnsirzes angegebsn ist.) 


Dicse Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfmder 

|~n nur Erfindcr (Wird dieses Kdsrchen 

, 1 1 angekreuzf. So sind die nachstehenden 

' Aniaben nkht nptig.} 


ScoatsongehongkeiL (Staat): 


Sitz oder Wohn^it^ (Staat): 


Dicsc Person isi Anmsldcr l 1 aijc Bcsiim- 1 1 nllc Bcstimmunesstaateo mit A[L^nahmc | 1 nurdic Vercinigtcn 1 | die im ZusatzfelJ 

fOr foli^ndti Siaaicn: 1 1 mungssLmien L 1 dtr Veremigicn Smicn von Amcrika 1 I Staotcn von Amerika | | angc^cbenen Stwrcn 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame: bei jarisiiscken Personen vollslandi^e amiliche B^iichnun^. 
Bei der Anschrifi sind die Postleitiahl und der Name des Staats miugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift an^egebene Staai ist der Staat des Sitzes oder Wohnstizes des Anmelders, sofem nachtehend kein 
Staat des Sitzes odtr Wolmsitzes ait^e§eben isi.} 


Dicsc Pcnon isi: 
1 1 nur Anmcldcr 

1 1 Anmelder und Erfindcr 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kasichen 

1 1 ai\sekreuu, so sind die nadtstehenden 

Aitgoben niclu ntfn'gj 


Staatsongehorigfceli (Staat): 


Sitz Oder Wohniitz (Staac^: 


Dic*c Person isi Anmcldcr i 1 altcBcsdm- 1 1 allc Befiimmung&uaarcn niii Ausnahms 1 1 niirdicVcrcinigcen 1 | dicimZuSflWfeld 

fur folgende Siaaicn: LJ mungssiaaien | | tier VereinigiertSiaaicn von Arosrika I I Stiiaten von Amcnlca I | angcgcbepenStaaicn 


1 1 Wcitcrc Anmcldcr und/odcr (wciicn:) Erflnder sind auf dncm zwiildichen Fonsetzungsblan angfcgebeti. 



Foimblan PCT/RO/lOl (Fonsstzungsblatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) St'ehe^Anmerkungen zu diesem AnTragsformular 
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FeW Nr. V BESTIMMUNG VON SITOTEN 



HimER & SCHIIESSLER PAT 



Blatt Nr. 



IPTL 



1^005 



Die folgcnden Besiimmungen nach Re|el 4.9 Absatz a wcrden hicmiii vorgenommsji (biue d'n emsprechenden 'Kastchfn ankreuzen; wetugsiens m K&srchen 
imfi angekreKS werden): 
Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi. SD Sudan, SL Sierra Uone, 

S2Swasiland, OG Uganda. ZW Simbabweundjedcrweicere Staat, der Venragsstaat des Harare-Protokolls und des PCTist 

□ EA Eurasisdies Patent: AM Amicnicn. AZ A.serbaidscha]i, BY Belarus, KG Kirgisistan. KZ Kasachsian. MD Rcpublik 

Moldau, RU Russische Fbderation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jedcr wcitere Staat, der Veni-agsscaat des 
Eurasischen PatcntubcTCinkommens und des PCT ist 
H EP Europaisches Patent: AT OstcrxciLh, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern. 

DEDeuKchland,DKDiinemark,ESSpanicn,nFinnIand,fRFrankreich. GB VercLnigtesKonigreich.GRGricchcnIand, 
IE Friaad, IT Ualien, LU Luxemburg. MC Monaco, NL Niederlande, PTPomigal. SE Schwcdcn undjeder weitere Staai, 
dcr Vcnragsstaal dcs Europiiischen PaEsnnibercinkommcns und des PCT ist 

□ OA OAPI-Patent: Bf Burkina FasO, B.T Benin. CF Zeniralafrikanischc Rcpublik, CG Kon^o. CI Cote d'lvoire, 

CM Kamerun, GA Gabun. GN Guincu, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MRtMauretanien, NE Niger. SN Senegal, 
TD Tscha± TG Togo und jeder weitcrc Staat, dcr Venragssiaat der OAPI und des PCT isi ifa!h eim andere Schuizrechtsan 

oder tin sonsiiges Verfahrfn so^mcht wird, bitie auf duf ^ipankieien Unie an^eben) 

NationaJes Patent (falls mi andtn Schunjechtian odsr dn .wiuti^es Vsrfahren sewilnsch! wkd, biur auf tkr ^zpankuttn Unie angthen): 

□ AE Vereinigic Arabische Emirate □ LR Liberia 

AL Albanien D 

AM Armenien Q 

.AT Osierreich □ 

A (J Ausiralien G 

AZ Ascrbaidschan D 
BA Bosnicn-Hcrzcgowina Q 

.BB Barbados □ 

BG fiulgarien 

BR Brasilicn □ 

BY Belarus □ 

CA Kanada □ 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

n 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
n 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



LS 
LT 
LU 
LV 



CH und LI Schweiz und Liechtenstein 



□ 



CN Chma □ 

CU Kuba □ 

CZ Tschechischc Rcpublik D 

DE Dcutschlond □ 

DK Diinemafk □ 

EE Esiland □ 

ES Spanjcn □ 

FI FinnJand □ 

CB Vercirigtcs Kiiniijreich □ 

GD Grenada □ 

GE Georgien Q 

GH Ghana □ 



GM Gambia 



□ 



HR 

HU 

ID 

IL 

DV 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 



Kroadcn D 

Ungam □ 



Indon^ien 

Israel 

Indie n 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisistan □ 

Demokraiischc Votksrepubiik Korea □ 



□ 
□ 



□ 

□ 



Lesotho 

Litaucn 
Luxemburg 
Lettland 

MD Rcpublik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehenialigc jugoslawischc Rcpublik 

Mazcdonicn 

MN Mongolei 

M\V Malawi , 

MX McTtiko 

NO Norwegea 

Neuseeland 

PoJen 

Portugal 

Rum^inien 

Russische F6d'eration 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowcnicn 

Slowakei 

Sierra Leone 

Tadschikistan 

TM Turkmenismn 

TR Turkei , 

Trinidad ond Tobago 

Ukniine 

Uganda 

Vcrcinigtc Stuatcn von Amerika 



NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 



TT 
UA 
UG 

US 



uz 

YN 
YU 
ZA 



Usbekistan 
Vieniam . . . 
Jugoslawicn 
SCidafrika . . 



........ . . . . . ........................ ^ - .ZW- Simbabwc 

KR Rcpublik Korea Kastchcn fiir die Besiimmung von Staaten . die dem PCT nach der 

KZ Kasachscan Veroffentlichung dieses Formblam beigetreten sind: 

LC Saint Lucia □ 

LK Sri Lanka □ : 



Erklarung bzgl. vorsorglicher Bestimmungcn: Zusaclich zu den oben genanntcn Bcstimmungen nimmi der Anmelder nacb 
Regei 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulsssi^en Besiimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfcid genannten 
BesciiTiTTiungcn, die von dicscr Erklarung ausgenommen sind. Der Anmelder crklan, daB iljesc zusii:tlicheti Besiimmungen umcr 
dem Vorbehalt einer Bestatigune stehen und jcdc zusatzlichc Bcstimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Priori tatsdanim 
nicht bcstatigt wurde, nach Ablauf dteser Frist als vom Anmelder zuruckgcnommcD gilt. (Die Bestatisping einer Bcstimmung 
erfolgl durch die Einreichung einsr Mifteilitn^. in der dieie Bestimmims angegeben wird. und die Zahlung der Bestimmungs- und 
der Bestariguugs^ebtjhr. Oie Besrdngung mujp beim Anmeldeami innerhalb der Frist von 715 Monaten eingehen.) 



Formblan PCT/RO/IOI (Blau2)(Juli 1999) 



SieheiAnmerkungen -u diesem Aniragsformular 



09/07 2001 11:54 FAX +49 89 42724749 



HUBER & SCHITESSLER PAT ^ IPTL 



1^006 



Feld Nr. VI PRIORlTATSANSPRUi 



BlattNr. . r^. . 



I I Wcitcre Prioriiacsanspriiche sind im Zusatzfeld angegebcn. 



Anmeld«jdawm 
der firuhcTcn Anmcldung 
(Tag/Monnt/Jahr) 


Akientiichen 
der friiherin Anmeldung 


Isr die friiherc Anmeldung einc: 


nationalc Anmeldung: 
S[aat 


regionale Anmeldung:* 
.regictnalcs Ami 


iniemaiionalc .Anmeldung: 
Anmeldeamt 


11. Januar 1999 
(11.01.99) 


199 00 635.0 


DE 






Zeile (2) 










Zeile (3) 











I X I Das Anmeldeami wird crsucht, cine bc3laubigte Abschrifl der obdrt in der (dent Zcilc(nJ 1 

' — J bcMichrteian ffUheren Antnsldunacenl zu crsicllcn und dcm iniemaiioniilen BGio 7.u abcrmiucin (nur falls die fhihcm Arttneldunf;(en} hei 

dem Amt cinsfreicht worden in(xmd), (fas fdr did Zwecke dieser intemationalvn Anmaldung Aiinieldeanit mj 
*■ Fcdb es sidt bdi dirfiUlliriin Anpi^ldutiH urn eine ARIPO-Ameldung handdf, muJS in dem Ziiiaqfetil mindeslens tin Sluat anfitt.^nben werden. der 
Mitsiiedstaat der Pan'str Verbandi-iihtrrcinhmji turn Scliutc des Rewerblicben Ei^entians ht and JUr den diefnihere AnmEtdunt; cinf^crckhr uutde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Intemationakn Rcchcrchcnbcbordc (ISA) 
(fulh z*vei Oder mthr als buernationalc Recherchen- 
bvhcrdcn [iir die Atisfuhrunf^ der tni^rnaiiotialen Recherche 
:USfdi}dis sind, gcben Sie die von thnen grwiibltr Behiirde at\: 
der Zwtfibucfutaben'Code kann bcnutzt werdenj: 

ISA / EPA 



Anirag auf Nutzung der Er^cbnisse einer frUhereo Recherche; Bczugnahmc auF d>ese 
Truhcrc Recherche (/h/^ cmcJnuAeirri R^dierche bei der intemannnalen ficrhcrchsnbihUrdtf 
beamragn>dervon ihr durchxrfuhrt word^n ist): 



Danim fTa^Momtt/Jahr) 



Akienzeichen 
i 



Staat todcr res^iunedes Amri 



Feld Nr. vm KONTROLLISTE^ EINRETCHUNGSSPRACHE 



Diese iniernationoJe Anmeldung enihait 
die folgcndc Anzahl von Bluttcrn: 

. 4 



Ann-ag 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollieil) 

Anspruche 

Zusaniimenfassung 

Zsichnungcn 

Sequenzprocokollteil 
der Beschreibung 

Blattzahl insgesamt 



16 

3 
1 
15 



39 



Dieser intemaiionaJen Anmeldung liegen die nachsteiiend angekreuztcn Untcrlagen bei: 

1. [)^ Blaii fiirdie Gebtlhrenberechnung 

2. □ Gesondene umerzeichnete Vollmacht 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht; Akicnzeichen (falls vorhanden): 

4. Q Be^riindung fUr das Fehlen einer Unicrschrift 

5. □ PrioricatsbelegCe). in Feld Nr. VI duTCh 

folgende Zeitennummsr gekennzcichnct: 

6. □ Ubensectung der intemaiionalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. □ Gc5ondcrtc Angaben zu hinierlegcen Mikroorganisracn Oder anderem biologischen Material 

8. □ Protokoll der Nucltoiid- und/oder Aminosaurcscqucnzcn in computerlesbarer Form 

9. \S\ Sonstige [einzeln auffVhren): Kop . f , P'riobel . / Sche ck 



Abbildun;* der Zeichnuni^en, die 
mil der Zusainmcnfas5ung 
vcf<Sffenr]ichr wer<^ftn sglfiNr.): 




Sprache, in der die 

intemationale Anmeldung deutSCn 
eineereichl wird: 



Fel^>rrr^ l|ft4^CHRirr pes ANMELDERS ODER PES ANWALTS 



BtrNomt jeder 
'^au£ dem Arurag 



\ieichnenden Person isin^ben dtr Unterschrffizu wiederhoJen, und es ist anzuschen. sofem sich dies nicht etndeuug 
trgptypi welcher Eigenschaft die Person unrerzeichner, 

Januar 2000 



Vom AnmeJdeami auszutilllen > 



I. Datum des tatJachJichen Eingangs dieser 



iniemaiionalcn Anmeldung: 

Eifigangsdamm aufgmnd nachcriiglich. jcdoch 
cinaegangener Unterlagen odcr Zcichnungen 



3. Geiindertes ^ 

fristgcrceht cinsegangener v^^. — 

2ur Vefvoll$[fln3igung djcSer intamaiionaJen Anmeldung 



4. Damm des fnstgerechten Eingangs der angefordcrtcn 
Richtigstcilungcn nach Anikel 1 1(2) PCT: 



2. Zcichnungcn 

□ einge- 
gangcn: 



□ 



niciit cin- 
gegangen: 



5. Internationale Recherchenbehdrde 
(falls z^ei Oder mehr zusrHndig sind): 



ISA/ 



6. I I Qbcrmittlunffides Recherchenexemplars bis zur 
I I Zahlung der ^echerchengebiihr autgeschoben 



• Vom Inidmaiionalen BUro auszuftiUcn ■ 



Damm des Eingangs des Akietiexemplars 
bcim Intemadonalen Buro: 



FormblaaPCT/RO/IOI Octztes Blan) (luli 1998: Nachdnjck Juli 1999) 



Siehe^ Anmerkungen zu diesem AnrragsformsJar 
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Januar 2000 

Unser Zeichen: K 2779 - hu / msl 

j 

Selektion von monoklonalen Antikdrpera 

Die vorliegende Erfindxing betrif ft ein Verfahren zur Selektion 
von monoklonalen Antikorpern sowie hierfiir verwendbare Mittel. 

Die Herstellnng von monoklonalen Antikorperin beruht auf einem 
von Kohler und Milstein entwickelten Verfahren. Nach diesem 
Verfahren werden B-Lymphozyten mit Myelomzellen fusioniert, 
wodurch Antikorper-produzierende Hybridomzellen erhalten wer- 
den. Ein solches Verfahren weist groSe Nachteile auf: 
Insbesondere ist es aufwendig Antikorper zu selektionieren, da 
dies eine getrennte Kultivierung von Hybridomzellen erfordert. 
"Let z teres fuhrt auch dazU; daS nur eine begrenzte Zahl von 
Hybridomzellen erfafit und somit auch nicht alle Antik6rper 
selektioniert werden konnen, was insbesondere nachteilig ist, 
wenn Antikorper mit hochster Af finitat far ein Antigen selek- 
tioniert werden sollen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit diei Aufgabe zugrunde, 
ein Mittel bereitzustellen, mit dem monoklonale Antikorper 
hergestellt werden komien, wobei vorstehende Nachteile vermie- 
den werden. 

j 

Erf indungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den Patent- 
anspruchen erreicht- 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Aranelders, da£ monoklonale Antikorper auf 'der Zelloberf lache 
von Hybridomzellen mittels eines Antikorper-Bindeproteins 
prasentiert werden konnen. Er hat erkannt, dafi hiermit mono- 
klonale Antikorper selektioniert werden konnen, ohne da£ 
Hybridomzellen getrennt kultiviert werden milssen. Auch hat er 
erkannt, dafi die Selektion von monoklonalen Antikorpem sowohl 
gegeniiber einem bestimmten als auch vielen (un) bestimmten 
Antigenen einer Antigen-Bibliothek erfolgeh kann. Ferner hat 
er erkannt, da& die Selektion von monoklpnalen Antikorpem 
auch hinsichtlich ihrer Af f initatsstarke zul bestimmten Antige- 
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nen erfolgen kann. 

Erf indTjngsgemaJS werden die Erkenntnisse des Aximelders genutzt, 
ein Verfahren zux Selektion von monoklonalein Antikorpern be- 
reitsustellen. Ein solches Verfahren umfalSt, die Fusionierong 
von B-Lyinphozyten mit Myelomzellen zu Antikorper-produzieren- 
den Hybridomzellen, wobei die Antik6rper auf der Zellober- 
flache der Hybridomzellen mittels eines Antikorper-Bindepro- 
teins prasentiert werden, und die Bindung der Antikoirper an 
Antigene . 

Der Ausdruck "B-Lyinphozyten" umfaUt B-Lymp^hozyten jeglicher 
Art und Abstaininung. Auch konnen es Vorstuf en' von B-Lymphozyten 
sein. Ferner konnen die B-Lymphozyten von Tieren^ wie Mausen, 
Ratten, Kaninchen, etc., oder dem Menschen stammen. Desweite^ 
ren konnen die B-Lymphozyten von einem gesunden oder kranken 
Organismus stainiaen. Giinstig ist es, wenn sie von einem immuni- 
siertem Organismus stammen. Besonders giinsti'g ist es, wenn die 
B-Lyiuphozyten fiir humane Antikorper oder Telle davon kodieren. 
Handelt es sich lom B-Lymphozyten aus Tieren,- ist dies erreich- 
bar, indem die Tiere fiir die humanen Antikorper bzw. Teile 
davon transgen sind- Die Herstellung solcher Tiere kann durch 
iibliche Verfahren erfolgen, wobei sich anbietet, die Gene fiir 
die huiaanen Antikorper die Teile davon in 'embryonale Stamiti- 
zellen einzufiihren, aus denen dann die Tiere generiert werden. 
Die Bereitstellung von B-Lymphozyten land ihren Vorstufen kann 
durch iibliche Verfahren erfolgen. 

Der Ausdruck "Myelomzellen" umfalSt Myelomzellen jeglicher Art 
und Abstammung, Auch konnen es Vorlaufer von Myelomzellen 
sein. Ferner konnen die Myelomzellen von Tieren, wie Mausen, 
Ratten, Kaninchen, etc., oder dem Menschen stammen. Bevorzugte 
Myelomzellen sind Abkommlinge der Maus-StSmme P3K, P3-X63.Ag8, 
X63.Ag8.653, NSO/1, Sp2/0-Agl4 und FO, der Ratten-Stamme Y3- 
Agl.2.3, YB2/0 und IR9834, und der menschlichen StSmme U266, 
SK007 und Karpas 707, Die Bereitstellung von Myelomzellen und 
ihren Vorstufen kann- durch iibliche Verfahren erfolgen. 
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Der Ausdruck "Antikorper-produzierende Hybridomzellen" umfa£t 
Zellen, die durch Fusion von B-Lymphozyteri und Myelomzellen 
entstehen und Antikorper produzieren. Es wird auf die Aus- 
ftihrungen hinsichtlich B-Lymphozyten und iMyelomzellen ent- 
sprechend verwiesen. Hybridomzellen kormen tierische und/oder 
menschliche Nukleinsaiiren bzw. Proteine aufweisen. Die Kulti- 
vierung von Hybridomzellen kann durch ublictie Verfahren erfol- 
gen. Femer kann es giinstig sein, wenn die Hybridomzellen 
Rekombinasen, z.B. Ragl oder Rag2 , und/oder Mutasen 
(uber)exprimiersn. Solches kann durch Transfektion der Hybri- 
domzellen mit entsprechenden Expressionsvektoren erreicht 
werden. Der Fachmann kennt solche Expressiohsvektoren. 

Der Ausdruck "Fusion von B-Lymphozyten mit Myelomzellen" be- 
trifft jegliches Verfahren, mit dem diese ' Zellen fusioniert 
werden konnen. Giinstig ist ein Verfahren, tei dem die Zellen 
uber Polyethylenglykol fusioniert werden. Es wird auf die 
Beispiele verwiesen. 

Der Ausdruck "Bindung der Antikorper an Antigene" betrifft 
jegliches Verfahren, mit dem die auf der Zelloberf lache der 
Hybridomzellen exprimierten Antikorper an Antigene binden 
konnen. Die Antigene konnen an TrSgem, z.B. Magnetobeads , 
gebunden sein. Femer konnen sie markiert, ' z .B . fluoreszenz- 
markiert, sein. Als Fluoreszenzmarker bieten sich z.B. FITC, 
TRITC, Cy3, Cy5, Cy5.5, CyV und Phycoerythriin an. Desweiteren 
konnen die Antigene an Biotin gekoppelt sein. Gebundene Anti- 
gens konnen dann durch iibliche Verfahren, z.B. FACS-Analyse, 
nachgewiesen werden, wodurch auch die entsjirechenden Antikor- 
per detektiert werden. Es wird auf die Beispiele verwiesen. 

Der Ausdruck "Antikorper-Bindeprotein" umfafit jegliches Pro- 
- -tein--d-as--ei-neri- -Antikorper -binden-und-an-der-Zelloberf lache 
von Hybridomzellen prasentieren kann. Insbesondere kann das 
Protein ein Signalpeptid, sine von der Speziifitat des Antikor- 
pers unabhangige Antikdrper-Bindestelle undieinen Membrananker 
aufweisen. Beispiele fur ein solches Prote-in sind natiirliche 
Fc-Bindeproteine, wie CD16, CD32 und CD64|. Femer kann das 
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protein eine Kombination aus einem Signalpeptid, einer Anti- 
kbrper-Bindes telle und einem Membrananker -aufweisen, die in 
der Natur nicht vorkoirant. Eine solche Koinbination kann Teile 
natvirlictier Fc-Bindeproteine umfassen. Femer kaim sie als 
Signalpeptid ein solches einer Maus-Ig-Kappa-Kette oder eines 
Maus-MHC-Klasse I k (k) -Molekuls, als Mernbrananker eine, Trans- 
membran-Domane von PDGRF oder CD52 und als Antikorper-Binde- 
stelle eine Antigen-Bindungsdomane eines bakteriellen Pro- 
teins, wie Protein A, Protein G, Protein L oder Protein LG, 
aufweisen. Gunstig kann es sein. wenn die Kombination mehrere 
Signalpeptide, Antikorper-Bindestellen und/ oder Mernbrananker 
aufweist. Besonders grinstig kann es sein, das Antikorper- 

Bindeprotein, insbesondere die Antikorper-Bindungsdomane der 
bakteriellen Proteine Codons aufweist. die fiir die Expression 
in Saugetierzellen optimiert sind. Der Fachmann weifi, um wel- 
che Codons es sich hier handelt. 

Bevorzugte Antikorper-Bindeproteine sind in den Figuren 1-3 
angegeben. Das Antikorper-Bindeprotein von Fig. 1 umfafit das 
Signalpeptid eines Maus-MHC-Klasse I k(k) -Molekuls, vier Anti- 
korper-Bindungsdomanen des Proteins L und die Transmembran- 
DomSne von CDS 2 . Die DNA- und Aminosaureseguenzen des Antikor- 
per-Bindeproteins sind zwischen den Nukleotid-Nuinmern 682-1782 
angegeben. Das Antikorper-Bindeprotein von Fig. 2 umfafit das 
Signalpeptid einer Maus-Ig-Kappa-Kette, zwei Antikorper-Binde- 
stellen des Proteins G und die Transmembran-Domane von CD52. 
Die DNA- und AminosSuresequenzen des Antiko'rper-Bindeproteins 
sind zwischen den Nukleotid-NuOTCiern i^-1420 angegeben. Das 
Antikorper-Bindeprotein von Fig. 3 umfaEt das Signalpeptid des 
Maus-MHC-Klasse I k(k) -Molekuls, zwei Antikorper-Bindestellen 
des Proteins G und die Transmembran-Domane yon PDGFR. Die DNA- 
und Aminosaureseguenzen des Antikorper-Bindeproteins sind 
- zwisdfiih-den-Nukleotid-Nummem 682-14-31 -angegeben.. Die... Anti- . 
korper-Bindestellen aller drei Antikorper-Bindeproteine weisen 
auf DNA-Ebene Codons auf , die fiir die Expression in saugetier- 
zellen optimiert sind. | 

Ein AntikSrper-Bindeprotein der Figuren 1, 2 bzw. 3 kann eine 
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Aminosauresequenz aufweisen, die sich durch ein oder mehrere 
AminosSuren von der Aminosauresecjuenz in den Figuren 1, 2 bzw. 
3 unterscheidet . Die Unterschiede kOnnen in Additionen, Dele- 
tionen, S\ibstitutionen und/oder Inversionen von einzelnen 
Aminosauren liegen. Allerdings hybridisiert die DNA dieses 
Antikarper-Bindeproteins mit der in den Figuren 1, -2 bzw. 3 
angegebenen DNA. Der Ausdruck "Hybridisierung- weist auf eine 
Hybridisierung unter tiblichen Bedingungen, insbesondere bei 
20^C unter dem Schmelzpunkt der DNA, bin. Ferner weist das 
Antikarper-Bindepratein mit der veranderten Aminosauresequenz 
Gesamt- bzw. Teilfunktionen auf, die mit jen'en dss Antikorper- 
aindeproteins der Figuren 1, 2 bzw. 3 vergleichbar sind. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung , ist eine 
Nukleinsaure, die fur ein vorstehendes AnCikSrper-Bindeprotein 
kodiert. Die Nukleinsaure kann eine RNA oder eine DNA sein. 
Bevorzugt ist eine DNA, die folgendes umfaSt: 

(a) Die DNA eines Antikorper-Bindeproteins der Figuren 1, 2 
bzw. 3, eine sicb hiervon durch ein oder mehrere Basen- 
paare unterscheidende DNA, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "eine sich durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterscheidende DNA" umfafit jegliche fur ein Antikorper-Binde- 
protein der Figuren 1, 2 bzw. 3 kodierende DNA, die mit der 
DNA der Fig. 1, 2 bzw. 3 hybridisiert. Die Unterschiede konnen 
in Additionen, Deletionen, Substitutionen und/oder Inversionen 
von einzelnen Basenpaaren liegen. Hinsichtlich des Ausdiucks 
"Hybridisierung" wird auf vorstehende Ausfiihrungen verwiesen. 

Eine erfindungsgemaee DNA kann als solche oder in Kombination 
mit jeglicher anderen DNA vorliegen. Insbesondere kann eine 
erfindungsgemaHe, fur ein Antikorper-Bindeprotein kodierende 
DNA in einem Express ions vektor vorliegen. ^Beispiele solcher 
sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Expressionsvektors 
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fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B, pYlOO 
und Ycpadl 2U nennen, wahrend fur die Expression in tierischen 
Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, pCDM8 und pCEV4 anzugeben sind. Fur 
die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders der 
Bacculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann weiB, in welcher Weise die erf indungsgemaSe DNA 
in einen Expressionsvektor inseriert werden muS. ihm ist auch 
bekaimt, dafi diese DNA in Verbindung mit einer ftir ein anderes 
Protein bzw. Peptid kodierenden DNA inseriert werden kann, so 
daiS die erfindungsgemaee DNA in Form eines Fusionsproteins 
exprimiert werden kann. 

Bevorzugte Expressionsvektoren, die eine erf indungsgemafie DNA 
enthalten, sind in den Piguren 1-3 angegeben. Es handelt sich 
um die Expressionsvektoren pSEXllL4, pSEXllG2* und pSEXl5G2 . 
Diese wurden bei der DSMZ (Deutsche Samitielung fiir Mikroorga- 
nismen und Zellkulturen) am 14. D^zewber 1998 hinterlegt. Im 
einzelnen wurde pSEXllL4 unter DSM 12580, pSEXllG2- unter DSM 
12581 und PSEX15G2 unter DSM 12582 hinterlegt. 

Der Fachmann kennt geeignete zellen, um die, erf indungsgemaJSe, 
in einem Expressionsvektor vorliegende DNA zu exprimieren. 
Beispiele solcher Zellen umfassen die E. coll-StS^ie XL-1 Blue, 
Top 10 F, HBlOl, DH5alpha, xl776, JMlOl, JM 109, BL21 und SG 
13009, die Hefe-Stamme Saccharomyces cerevisiae und Pichia 
pastoris, die tierischen Zellen L, NIH 3T3, FM3A, CHO, COS. 
Vero, HeLa, Myelom- und Hybridomzellen sdwie die Insekten- 
zellen sf9. 

Desweiteren kennt der Fachmann Bedingungen, trans formierte 
- bzw. Ttranrfizierte Zellen-zu kultivieren. Auch^sindjto Ver^ 
fahren bekannt, das durch die erf indungsgemaSe DNA exprimierte 
Protein bzw. Fusionsprotein zu isolieren und zu reinigen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden jErfindung ist ein 
gegen ein vorstehendes Protein bzw. Fusionsiirotein gerichteter 
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Arxtiksrper. Ein solcher Antikorper kann durch tibliche Verfah- 
ren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. monoklonal 
sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig. Tiers, insbesonde- 
re Kaninchen odar Hilhner fur einen polyklonalen und Mause fiir 
einen monoklonalen Antikorper, mit einem .vorstehenden (Fu- 
sions) protein Oder Fragiuenten davon zu immvinisieren. Weitere 
"Booster- der Tiere konnen mit dem gleichen (Fusions) protein 
Oder Fragmenten davon erfolgen- Der polyklonale Antikorper 
kann dann aus dem Serum bzw. Ei der Tiere eriialten werden. Fur 
den monoklonalen Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit 
Myelomzellen fusioniert- 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Kit. Ein solcher umfafit sine oder mehrere der folgenden Kompo- 
nenten: 

(a) eine erf indungsgemaSe DNA, 

(b) eine eine erf indungsgemafie DNA exprimierende zelle, 

(c) ein erfindungsgemaSes AntikSrper-Bindeprotein, 

(d) einen erf indungsgemaSen AntikSrper, sowie 
iibliche Hilfsstoffe, wie Trager, Puffer, Lfisungsmittel, 
Kontrollen, Marker, Nachweisreagentien fur die Komponen- 
ten (a) - (d) 



(e) 



Von den einzelnen Komponenten konnen jeweils ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen. Hinsichtlich der einzelnen Ausdrucke wird 
auf vorstehende Ausfiihrungen verwiesen. Diese gelten hier 
entsprechend . 

Die vorliegende Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daS von 
Hybridomzellen produzierte Antikorper auf ^er Zelloberf lache 
der Hybridomzellen prasentiert werden. Dies erfolgt iiber em 
- Antikorper^Bindeprotein. -Ein- solches-, kann_ ^^ibe^^^^ 
stellung der Hybridomzellen verwendeten Myelomzellen in die 
Hybridomzellen eingefiihrt werden. Femer kann das Antikfirper- 
Bindeprotein iiber einen es kodierenden Expressionsvektor in 
die Hybridomzellen eingefiihrt werden. _ 
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Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, Antikorper zu 
selektionieren. Dies kann ohne groSen Aufwand erfolgen, da 
Hybridomzellen nicht getrermt kultiviert werden missen. Viel- 
mehr konnen komplexe Gemische von Hybridomiellen uimittelbar 
zur Selektion von Antikfirpem verwendet werden- Femer kbnnen 
Antikorper hinsichtlich ihrer Af f initatsstkrke zu bestimmten 
Antigenen selektioniert werden. Desweiteren eignet sich die 
vorliegende Erfindung AntikSrper von Hybridomzell-Bibliotheken 
nicht nur gegenuier einem bestiinmten Antigen, sondern auch 
gegeniiber vielen (un) bestirnmten Antigenen von Antigen-Biblio- 
theken zu selektionieren. 

Somit liefert die vorliegende Erfindung ein Mittel. mit dem 
u.a. die grolSen Zeit- und Kasten- Problems vermieden werden 
konnen, die bei der Selektion von monoklonalen Antikorpern 
bisher auftraten. 



Kurze Beschreibiing der Zeichnungen 

I 

Fig. 1 zeigt den erf indungsgemafien Expressionsvektor 
PSEX11L4 (Fig. 1(A)), der far ein Antikorper-Binde- 
protein kodiert (Fig. KB) ) . Es wird auf vorstehende 
Ausfuhrungen verwiesen. 

Fig. 2 zeigt den erf indungsgemafien Expressionsvektor 
PSEX11G2- (Fig. 2(A)), der fur ein AntikSrper-Binde- 
protein kodiert (Fig. 2(B)) . Es wird auf vorstehende 
Ausfuhrungen verwiesen. 

Fig. 3 zeigt den erf indungsgemaSen Expressionsvektor 
PSEX15G2 (Fig. 3(A)), der fiir ein Antikorper-Binde- 
-pro-t-ein-kodiert- (Fig . -3 (-B) ) '- Es- wird-auf j^orstehende^ 

Ausfuhrungen verwiesen. 



Die 
tert 



Erfindung wird durch die nachf olgenden Beispiele erlSu- 
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Beispiel 1: Herstellung von I^yelomzellen, die ein AntikSr- 
pec-Bindeprotein auf ihrer Zelloberf lache ex- 
primieren. 

(A) Transients Eicpression 

Es warden Zellen der Myelomzellinie X63-Ag8.653 verwendet. 
Diese Zellen (10') werden mit 20-40 fig de& erf indungsgemaEen 
Express ionsvektor s 

PSEX11G2* (vgl. Fig. 2) transf iziert. Als Trans fektionstechnik 
wird eine Elektroporation durchgef iihrt , die zwei Pulse zu 2 ms 
bei 500 V umfa£t. Die Zellen werden 48 h i;n RPMI -Medium, das 
.10 % FCS enthalt, bei 37°C und 5-7,5 % Co, inkubiert . Danach 
werden die Zsllen mit kaltem DPBS + 0.1 % Na-Azid gewaschen, 
bevor sie 45 min bei O'C mit DPBS + 0.1 % NaUzid plus 25 /ig/ml 
Ziege anti-Kalb Antikorper (FITC markiert; GAB-FITC, Dianova) 
inkubiert werden. Nach Waschen mit DPBS + 0.1 % Na-Azid wer- 
den die Zellen in DPBS + 0.1 % Na-Azid + il jig/ml Propidium- 
Jodid inkubiert und nach Anregung mit Blaulicht einer FACS- 
Analyse unterzogen. 

Es zeigt sich, da£ die transf izierten Myelomzellen eine griine 
Fluoreszenz aufweisen, die durch die transiente Expression 
eines Antikorper-Bindeproteins auf der Zelloberf ISche der 
Myelomzellen bedingt ist. 

(B) Stabile Expression 

Die unter (A) erhaltenen Myelomzellen werden einer 14-24 tagi- 
gen G418-Selektion unterzogen, bevor sie, wie unter (A) be- 
schrieben, mit GAB-FITC inkubiert und einer FACS-Analyse un- 
terzogen werden. Myelomzellen, die .eine starke grtine Fluo- 
'Teszenz aufwiisen,- "werden - Witeren- -G4 

unterzogen. 

Es wird die Myelomzelline X63-Ag8 . 653 . 3 erhalten, die stabil 
ein Antikorper-Bindeprotein auf ihrer Zeliloberf lache expri- 
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Beispiel 2: Herstellung von Hybridomzellten. die aiif ihrer 
Zelloberflache Antikfirper mittels einea Anti- 
korper-Bindeproteins escprimleren. 

(A) 

Es werden 10 Balb/c-Mause subkutan mit je 100 ng abgetoteten 
Helicobacter pylori Bakterien in komplettem Freund'schen Adju- 
vans, das abgetOtete Mycobacter tuberculosiis Bakterien ent- 
htlt, immunisiert. Nach 4 bzw. 7 Wochen erfolgt jeweils eine 
intraperitoneale Booster-Injektion mit lOOfig; abgetoteter Heli- 
.cobacter pylori -/Mycobacter tuberculosis-Bakterien. Den Mausen 
werden vor jeder Iiranunisierung bzw. nach der letzten Immuni- 
sierung jeweils 100 nl Blutserxim entnommen und im Westernblot 
wird die Antigenspezif ische Immunantwort der Maus uberpruft. 
Als Antigen wird ein AufschluK von bakterielleiti Gesamtprotein 
von Helicobacter pylori bzw. Mycobacte?: tiaberculosis verwen- 
det. Der Nachweis gebundener Maus-Antikorper wird durch einen 
Peroxidase-konjugierten ziege anti-Maus-Antikorper (Dianova) 
gefiihrt. Mausen mit einer deutlichen Antigen-spezif ischen 
Immunantwort wird die Milz entnommen und die Lymphozyten wer- 
den mit Zellen der Myelomzelline X63-Ag8 . 653 . 3 von Beispiel 1 
(Bl fusioniert- Die Fusion erfolgt durch Polyethylenglykol 
(vgl. Goding, J.W., Cell Biology, Biochemistry and Immunology, 
3. Auflage, (1996), Verlag Accademic Press Limited, 24-28). Es 
werden Hybridomzellen erhalten. Diese werden 10-12 Tage in 
HAT-Medium bei 37°C inkubiert. Es wird die Hybridomzell-Biblio- 
thek 2 A erhalten. 

Es werden Hexapeptide mit N-terminalem Biotin synthetisiert . 
Die Peptide entsprechen den 6C-terminalen Aminosauren von 101 
"bzwT Ti"8"Genp£^dukteS- von^He-ricoba-cter pyTori-bzw- Mycobacter - 
tuberculosis. Femer werden 10' Zellen der Hybridomzell-Biblio- 
thek 2A mit kaltem DPBS + 0,1 % Na-Azid geWaschen und 4S min 
bei 0°C mit DPBS + 0,1 % Na-Azid + 10/ig/mi der vorstehenden 
Biotin-markierten Peptide inkubiert. Die jzellen werden mit 
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kaltem DPBS + 0,1 % Na-Azid gewaschen und 45 min bei O^^C mit 
10/ig/ml Steptavidin-FITC inkubiert. Nach Waschen mit DPBS + 
0,1 % Na-Azid werden die Zellen in DPBS + 0,1 % Na-Azid + 
Ifig/ml Propidium-Jodid inkubiert und nach Anregung mit 3lau- 
licht einer FACS-Analyse unterzogen. 

Es zeigt sich, daS die Hybridoinzellen eine grCine Pluoreszenz 
aufweisen, Diese Fluore.szeuz ist durch die Expression von 
Antikorpern auf der Zelloberf lache der Hybridomzellen bedingt. 
Weiterfiihrende Untersuchungen zeigen, dal?. c^e Antikoxper eine 
anti-Helicobacter pylori- bzw, Mycobacter tuberculosis-Aktivi- 
tat aufweisen. 

(B) 

Es werden Zellen der Hybridomzellinie U98/6, die einen Maus- 
anti-Urokinase-Antik6rper produzieren, verwendet. Diese Zellen 
(10^) werden mit 20-40/xg 

des erfindungsgemaSen Express ionsvektors pSEXllG2* (vgl. Fig. 
2) transfiziert. Als Trans fektionstechnik wird eine Elek- 
troporation durchgefiihrt , die zwei Pulse zu 2 ms bei 400 V 
umfaSt. Die Zellen werden 48 h in inkomplettem AIM V-Medium 
bei 37°C und 5-7,5 % Co^ inkubiert, Danach werden die Zellen mit 
kaltem DPBS + 0.1 % Na-Azid gewaschen, bevor sie 45 min bei 0°C 
mit DPBS + 0.1 % Na-Azid + 10 /ig/ml Urokina^ie-Biotin inkubiert 
werden. Nach Waschen mit DPBS + 0.1 % Na-Azid werden die 
Zellen in DPBS + 0.1 % Na-Azid + 10 /ig/ml Streptavidin-FITC 
inkubiert und nach Anregung mit Blaulicht einer FACS-Analyse 
unterzogen. 

Es zeigt sich, daS die transf izierten Hybridomzellen eine 
griine Pluoreszenz aufweisen. Diese Fluoreszenz ist durch die 

_ Expres^s_ioJL ^'^'^^^^^^^^^A^ ^^^^ J^^^^^^ 

domzellen bedingt, Weiterfuhrende Untersuchungen zeigen, daS 

die Antikorper eine anti-Urokinase-AktivitSt aufweisen. 

i 

Die srhaltenen Hybridomzellen werden einer 14-24 tagigen G418- 
Selektion unterzogen, bevor sie emeut, wie vorstehend be- 



I 



09/07 2001 11:58 FAX +49 89 42724749 



HliBER & SCHIIESSLER PAT - IPTL 



1^018 



e.JanuarTOOO 



12 

schrieben mit Urokinase-Biotin und streptavidin-FICS inkubiert 
und einer FACS-Analyse Tjnterzogen werden. Hybridomzellen, die 
eine starke griine Fluoreszenz aufweisen, werden weiteren G418- 
Selektionsrunden unterzogen. 

Es wird'-die Hybridomzslline U98/6.3.3 erhalten, die stabil 
Antikerper auf ihrer Zelloberf lache exprimiert- 

Beispiel 3: Selektion von monoklonalen Antik6rpem, die 
mittels eines Anbikorper-Bindeproteina au£ der 
Zelloberflache von Hybridonizelleii exprimiert 
werden . 

10^ Zellen der Hybridomzellinie U98/6.3.3 von Beispiel 2 (B) 
werden mit lO'' Zellen der Hybridomzellinie DOB.Ll-3 gemischt. 
Letztere Hybridomzellinie produziert einen den C-Terminus der 
humanen HLA-DO-£-Kette erkennenden Antikorper. Dieser wird 
mittels des gleichen AntikSrper-Bindeproteins wie in der 
Hybridomzellinie U98/6.3.3 von Beispiel 2 (B) auf der Zello- 
berflache exprimiert. Das Zellgemisch wird mit kaltem DPBS * 
0,1 % Na-Azid gewaschen und 45 min bei 0°C mit DPBS + 0,1 % Na- 
Azid + 10 iig/ml Urokinase-Biotin inkubiert. Nach Waschen mit 
DPBS + 0,1 % Na-Azid wird das Zellgemisch in DPBS + 0,1 % Na- 
Azid + 10 iig/ml Streptavidin-FITC inkubiert' und nach Anrsgung 
mit Blaulicht in einen FACS-Sorter gegeben. 

Es werden Hybridomzellen mit grtiner Fluoreszenz selektioniert . 
In weiterftlhrenden Untersuchungen zeigen diese eine anti-Uro- 
kinase-Aktivitat. Es werden die Hybridomzellinien U98/6.3.3 
S1-S50 erhalten- 

Beispiel 4: Herstellung und Reinigung eines erf indungsgema- 



(A) 

Die DNA von Fig. l zwischen den Nukleotiia-Nummem 682-1782 
wird mit BAMHI-Linkern versehen, mit BamHl' nachgespalten und 



09/07 2001 11:58 FAX +49 89 42724749 



HUBER & SCHl^ESSLER PAT -* IPTL 



1^019 



8. Januar 2000 

13 

in den mit BaitiHI gespaltenen Expressionsvektprs pQE-8 (Qiagen) 
inseriert, Es wird das Expressionsplasmid pQE-8/Antik6rper- 
Bindeprotein erhalten. Sin solches kodiert' fiir ein Fusions- 
protein aus 6 Histidin-RGSten (N-Terminuspartner) und dem 
erfindungsgemaEen Antikdrper-Bindeprotein von Fig. 1 (C-Tentii- 
nuspartner) . - pQE-8/Antikorpar-Bindeprotein wird zur Trans- 
formation von E.coli SG 13 009 (vgl. Gotfcesman, S. et al . , J. 
Bacteriol. 148, (1981), 265-273) verwendet. Die Bakterien 
werden in einem LB-Medium mit 100/xg/inl ?anpicillin und 25/ig/inl 
Kanaiciycin kultiviert und 4 h mit 60juM isoprcpyl-S-D-Thiogalac- 
topyranpsid (IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guani- 
dinhydrochlorid wird eine Lyse der Bakterien erreicht, an- 
,schliefiend wird mit dem Lysat eine Chromatographie (Ni-NTA- 
Resin) in Gegenwart von 8 M Harnstof f entsprechend der Angaben 
des Herstellers (Qiagen) des Chroma tographi ^-Materials durch- 
gefiihrt. Das gebundene Fusionsprotein wird i^n einem Puffer mit 
pH 3,5 eluiert. Nach seiner Neutral isierung' wird das Fusions- 
protein einer 18 % SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter- 
worfen und mit Coomassie-Blau angefSrbt (vgl. Thomas, J,0. und 
Romberg, R,D. , J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733). 

Es zeigt sich, daJ^ ein erf indungsgemSfies Antikorper-Binde- 
protein (Fusionsprotein) in hochreiner Forro hergestellt werden 
kann. 

(B) , 

10^ Zellen der in Beispiel 1 (B) erhaltenen Myelomzelllinie 
X63-Ag8.653 .3 werden mit PBS gewaschen, in PBS + 1 % Tween 20 
aufgenommen und auf Eis inkubiert, Partikulare Zellbestand- - 
teile werden durch Zentrifugation bei 

30.0G0g abgetrennt und der Uberstand wird ayif eine IgG Sepha- 
rose Saule (IgG Sepharose 6 Fast Flow Lab Pack von Pharmacia) 

- : gegeben-.— Ungebundene -Bestandteile~werder.^_durch mschen_ent- 

f emt und das erf indungsgemaiSe Antikorper-Bindeprotein wird in 
saurem pH eluiert. 

Nach seiner Neutralisierung wird das Antikbrper-Eindeprotein 
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einer 18 % SDS-Polyacrylamid-Gelelectrophorese unterworf en und 
mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. vorstehend) . 

Es zeigte sich, dafi ein erf indungsgemafiss ' Antikorper-Binde- 
protein (Fusionsprotein) in hochreiner Form bergestellt ^.erden 
kaxm. 

Beispiel S: Herstellung und Nacbweis eiaes erf indungsgema- 
Sen AntikSrpers 

Ein erf indmigsgemaSes Fusionsprotein von Beispiel 4 wird einer 
18 % SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen. Nach 
Anfarbung des Gels mit 4 M Natriumacetat wird eine ca. 41 W3 
Bande aus dem Gel herausgeschnitten und in Phosphat gepuffer- 
ter Kochsalzlosimg inkubiert. Gel-Stucke werden sedimentiert, 
bevcr die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Far- 
bung folgt, bestimmt wird. Mit dem Gel-geireinigten Fusions- 
protein werden Tiere wie folgt immunisiert: 



Ino^aniBierungsprotokoll fiir polyklonale Antikorper im Kanxn- 

cben 

Pro limnunisierung warden 35 gereinigtes' Fusionsprotein in 
0.7 ml PBS und 0,7 inl komplettem bzw. inkomplettem Freund's 
Adjuvans aingesetzt. 

Tag 0: 1. immunisierung (komplettes Freimd's Adjuvans) 
Tag 14: 2. Irmnunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; 
icFA) 

Tag 28; 3. Irranunisierung (icFA) 



Tag 56 

fag '80 



4. Immunisierung (icFA) 
Ausbluten 



Das Serrua des Kaninchens wird im Iimnnoblot getestet. Hierzu 
wird ein erf indungsgemSfies Fusionsprotein von Beispiel 4 einer 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterz'ogen und auf ein 
Nitrocellulosef ilter -ubertragen (vgl. Khysp-Andersen, J-, J. 
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Biocheia. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die Western 
Blot-Analyse wurde wie in Bock, C-T- et al . , Virus Genes 8, 
(1994), 215-229, beschrieben, durchgef iihrt . Hierzu wird das 
Nitrocellulosefilter eine Stunde bei 2TC mit einem ersten 
Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist das Serum des 
Kaninchens (1:10000 in PES) . Nach mehreren Waschschritten mit. 
PBS wird das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten AntikSrper 
inkubiert. Dieser Antikorper ist ein mit alkalischer Phospha- 
tase gekoppelter monoklonaler Ziege Ant i-Kaninchen-igG- Anti- 
korper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30-minutiger Inkubation 
bei 37'C folgen mehrere Waschschritte mit PBB und anschliefiend 
die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwickler- 
.losung {36mm 5- Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 400^iM Nitro- 
blau-tetrazolium, lOOmM Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM 
MgCl^) bei Raumtemperatur, bis Banden sichtbar werden. 

Es zeigt sich, daS erf indungsgemaSe, polyklonale Antikorper 
hergestellt werden kttnnen. 



Unmunisierungsprotokoll fiir polyklonale Antikorper im Huhn 

Pro immunisierung werden iOii9 gereinigtes ,Fusionsprotein in 
0,8 ml PBS und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's 
Adjuvans eingesetzt. 

Tag 0. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 
Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; 
icFA) 

Tag 50: 3. Immunisienmg (icFA) 

Aus Eigelb werden AntikSrper extrahiert urid im Western Blot 
~g7t^eY.^'Es 'weYde5~eFf rndungsgeinaBe7 polyklona^^^ 

nachgewiesen . 

immunisiertingsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 



I 
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Pro Iinmunisierung werdan 12ng gereinigtes :Fusionsprotein in 
0,25 ml PBS und 0,25 ml kompl^ttem b2w, inkomplettem Freund's 
Adjuvans eingesetzt; bei der 4. Iironunisierung ist das Fusions- 
protein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 



Tag 0. 
Tag 28; 

Tag 56 
Tag 84 
Tag 87 



1. immunisierung {komplettes Freund's Adjuvans) 

2. inanunisierung { inkomplettes Freund's Adjuvans; 
icFA) 

3. Iiranunisierung (icFA) 

4 . Immuni s i erung ( PBS ) 
Fusion 



Uberstande von Hybridomen werden im Western Blot getestet. 
ErfindungsgemaSe, luonoklonale Antikorper werden nachgewiesen . 



I 
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Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Selektion von monoklonalen Antikorpern, 
umfassend die Fusion von B-Lymphozyten mit Myelomzellen 
zu Antikorper-produzierenden Hybridomzellen, wobei die 
Antikdrper auf dsr Zelloberf lache der Hybridomzellen 

5 inittels eines AntikSrper-Bindeproteins prasentiert wer- 

den, und die Bindung der Antikorper an'Antigene. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Antikorper-Binde- 
protein ein Signalpeptid, eine von der Spezifitat des 

10 Antikorpers unabhangige Antik5rper-Bindestelle und einen 

Membrananker umf aUt . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Antikorper-Binde- 
protein ein Fc-Bindeprotein oder Teile davon umfaSt. 



Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Antikdrper-Binde- 
protein eine Kombination aus Fc-Bindeprot einen oder Tei- 
len davon mnfafit. 

Verfahren nach Anspruch 3 oder' 4, wobei das Fc-Binde- 
protein CD16, CD32 Oder CD64 ist. 



6. Verfahren nach einem der Anspruche 2-5, wobei das Anti- 
kdrper-Bindeprotein eine Antikorper-Bindungsdomane der 

25 Proteine A, G, L oder LG umfal^t. ^ 

7 . Verfahren nach Anspruch 2 , wobei das : Antik5rper-Binde- 
protein eine Koinbination aus dera Signalpeptid einer Maus- 
Ig-Kappa-Kette oder eines Maus-MHG-Klasse I k(k)-Mole- 

kill 3., - e iner- Ant ikorper-B inde s t e 1 l_e_ _der Pro t e ine _A . _G , L_ 

Oder LG und der Transmembran-Domane von PDGFR oder CDS 2 
uinfafit. 



8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das 



35 protein jenes von Fig. 1, Fig. 2 oder (Fig. 3 ist 



Antikorper-Binde- 
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9. Verfahren nach einem der Anspriiche l-S:, wobei die Hybri- 
domzellen Ragl und/oder Rag2 (iiber) exprimieren. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9, wobei die Antige- 
5 ne von einer Antigen-Bibliothek stammeh. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-10, wobei die Anti- 
gene an einen Trager gebunden sind. 

10 12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei der Trager Magnetobeads 
umf aSt . I 

13. Verfahren nach einem der AnsprQche 1-1.0, wobei die Anti- 
gene eine Fluoreszenz- oder Biotinmarkierung umfassen. 

15 ; 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Fluoreszenzmarkie- 
rung FITC, TRITC, Cy3 , Cy5 , Cy5.5, Cy7 und Phycoerythrin 
umf aBt . 

20 15. Antikorper-Bindeprotein, wobei das An'tikorper-Bindepro- 
tein eine Kombination aus dem Signalpeptid einer Maus-Ig- 
Kappa-Kette oder eines Maus-MHC-Klasse I k (k) -Molekiils , 
einer Antikorper-Bindestelle der Proteine A, L oder LG 
und der Transmembran-Domane von PDGFR oder CDS 2 umfafit, 

■25 

16- Antikorper-Bindeprotein nach Anspruch 15, wobei das Anti- 
korper-Bindeprotein die Aminosauresequenz von Fig. 1, 
Fig. 2 bzw. Fig. 3 oder eine hiervon d.urch ein oder meh- 
rere Aminos^uren unterschiedliche Aminosauresequenz um- 
30 f a£c . 

17, DNA, kodierend fiir das Antik6rper-Bincieprotein nach An- 
spruch 16, uinfassend: 

(a) die DNA eines Antikorper-Bindeproteins der Figuren 
35 1,2 bzw. 3, eine sich hiervon durch ein oder mehre- 

re Basenpaare unterscheidende DNA', oder 

(b) eine mit der DNA von (a) iiber den Idegenerierten Code 

I 
I 
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verwandte DNA, 

Expressionsvektor; kodierend fur die iDNA nach Ansprach 
17. 

Zellen, enthaltend den Express ions vektor nach Ansprach 
18. 

20. Antikorper, gerichtet gegen das Antikarper-Bindeprotein 
10 nach Anspruch 15 oder 16, 



18, 



19. 
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Zus ammeiif a s sung 

5 Selektion von monoklonalen Antlkorpem 

Die vorliegende Erfindung betrif ft ein Verfahren zur Selektion 
von raonoklonalen Antikorpem, -umfassend die Fusion von B-Lym- 
phozyten itiit Myelomzellen zu Antikorper-produzierenden Hybri- 
10 domzellen, wobei die Antikorper auf der Zelloberf lache der 
Hybridomzellen mittels eines Antikorper-Bindeproteins prasen- 
tiert werden, und die Bindung der Antikorper an Antigene. 
Ferner betrif ft die Erfindung hierftir verwendbare Mittel. 




Fig. 1 
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Fig. 1 
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1 GCGCGCGT^^^^^ 

60 GTTaTAGCCCATA TATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGG 
119 CTGACCGCCCAACGACC CCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAA 
178 CGCCAATA6GGACTTTCCATT GACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCAC 

237 nGGCACTA CATCAAGrGTATCATATGCCAAGTACGCCCCaAnGACGTCAAT^^ 

296 TAAATGCCCCGCOG G^^ 

- 355 AGTAaTCTrCGT ATTAGTCATCGCTAnACaTGCTGATGCGGT^ 
414 AATGGGCGTGGATAGCGGTTTG ACTCACGCGCATTTCCAAGTCTCCACCCCATTCACGT 
473 CAATGGGAGTTTGTTTTG GCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCgTAACAACT 

Sai 

532 CCGCCCCATTGAC GCAAATGG6CGGTA6GCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGA 

T7-I 

591 rrTrTrTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAAT TAATACGACTCA 



Agel 

650 CTATAGGGAGACCCArGCTTGGTACCGGTGCGATGGCACCCTGCATGCTdaca 
03» ^ i^MetAlaProCvsMetLeULeuLeuLeu 



10>LeuAI aAl aAl aLeuAl aProThrGI nThrArgAI aGI UGI nLysGluLysThrPr 
768 CGAGGAGCCCAAGGAGGAGGTCACCATCAAGGCCAACCTGATCTACGCCGACGGCAAGA 

29> oGI uGl uPr oLysGI uGl u Va I Tlir 1 1 eLysAl aAsnLeu 1 1 ^JyrAl aAspGI yLysT 
827 CCCAGACCGCCGAGTTCAAGGGCACCTTCGAGGAGGCCACCGCGGAGGCCTACCGCTAC 

49^ hr Gl nThrAI aGI uPheLysGI yThrPheGI uGl "A""!!:^*! ^If.^^?^; 
886 GCCGACGCCaGAAGAAGGACAACGGCGAGTACACCGTGGACGTGGCCGACAAGGCCTA 

69^AI aAspAl aLeuLysLysAspAsnGlyGI "TyrThr\felAspVa Al aAspLysG^^^^ 

945 CACCCTGAACATCAACTTCGCCGGCAAGGAGAAGACCCCCGAGGAGCCCAAGGAGGAGG 

88WThrLeuAsnlleLysPheAlaGlyLysGIuLysTl,rProGluGluPro^^^ 
1004 TGACCATCAAGGCCAACaGATCTACGCCGACGGCAAGACCCAGACCGCCGAGTTCAAG 

ia&> a I Thr 1 1 eLysA I aAsnLeu 1 1 eTy rAI aAs pGI y LysTlir Gl nTTir A I aG uPheLys 
1063 GGCACCrrCGAGGAGGCCACCGCGCACGCCTACCGCTACGCCGACGCCCTGAAGAAGGA 

laS^GI yThrPheGI uGl uAI aThrAI aGI uAI ^TyrArg^rAI aAspA aLeuLysLysAs 
1122 CAACGGCGAGTACACCGTGGACCTGGCCGACAAGGGaACACCCTGAACAKAAGTTCG 

147> pAsnGl yGI uTyrThr ValAspVal Al ^AspLysGlyTyrThrLeuAsnl I eLysPhe^ 
1181 CCGGCAAGGAGAAGACCCCC6AG6AGCCCAAGGAGGACGTGACCATCAAGGCCAACCTG 

1 67> I aGI vLvsGI uLysThf Pr oGI uGl uPr oLysGl uGl uVa I Thr II eLysAl aAsnLeu 

fsrH ISJSaAspGI yLysThrGI nThr Al aGI uPheLysGI ylhrPheGI uGl uAI aTh 
129riGcSAGG?aACCGaACGCCGACGCCaGAAGAAGGACAACG« 

206^ rAI aGI uAI aTyrAr gTyrAI aAspAl aUeuUysLysAspAsn^^^^ 
1358 ACGTGGCCGACAAGGGaACACCaGAACATCAAGTTCCCCGGCAAGGAGAAGACCCCC 

22GKpValAlaAspLysGlyTyrThrLeuAsnlleLysPheAlaGlyLysGl6LysThrPro 



l^MetAlaProCysMetLeuLeuLeuLeu 

Sfil AP*' 
NotI EcoOIOSI 
TTGGCGGCCGCCCTGGCCCCGACTCAGACCCGCGCGGGGGCCCAAAAGGAGAAGACCCC 

_, ...<.-a._Ti.,>:i„TT..-&rnAl9CluAI sGI nLvsGI uLvsThr Pr 



Fig. 1 (Forts. 1) j 
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1417 GAGCACCCCAAGGAGCAGGTGACCATCAAGGCCAACCTGATaACGCCGACGGCAAGAC 
IAS> GluGI uPr oLysGI u6l uVa I Thr 1 1 eLysAI aAsnLeul I eTyrAI aAspGI yLysTli 

1476 CCAGACCCCCGAGTTCAAGGGCACCTTCGA66AGGCCACCGCGGAGGCCTACCGCTACG 
265> r Gl nThr AI aGI uPheLysGI yThr PheGI uGl uAl aThrA I aGI uAI aTyr Ar gTyr A 

1535 CCGACGCCCTGAAGAAGGACAACGGC6AGTACACCGTGGACGTGGCCGACAAGGGCTAC 
285^ laAspAlaLeuLysUysAspAsnGlyGluTyrThrValAspValAlaAspLysGlyTyr 
SgrAI Noil 

1594 ACCCTGAACATCAAGTTCGCCGGCGCGGCCGCAGAACAAAAACTCATCTCAGAA6AGGA 
305^TlirLeuAsnl I eLysPheAl aGlyAI aAl aAl aGI uGl nUysUeu! I eSerGI uGl uAs 

Sail 

Hindi 

AccI 

1653 TaGAATGGGGCCGTCGACGCACAAAACGACACCAGCCAAACCAGCAGCCCaCAGCAT 
324^ pLeuAsnGlyAlaValAspGlyGI nAsnAspThrSerGI nThrSerSer Pr oSer AlaS 

MscI 

1712 CCAGCAACATAAGCGGAGGCATTTTCCTTTTCTTCGTGGCCAATCCCATAATCCACCTC 
344^ er SerAsn I I eSer Gl yGI y 1 1 ePheLeuPhePheVat AI aAsnAI a 1 1 ell eHi sLeu 

Afllll Xbal Sad 
1771 TTCTGCTTCAGTTGAGGTGACACGTCTAGAGCTATT CTATAGTGTCACCTAAATG CTAG 

364>-PheCy5PheSer«»« — ^ 

Bdl ■ 

1830 AGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCT 



poly A 

1889 CCCCC6TGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCA CTGTCCTTTCCTAATAAAAT 

1948 GAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAG GTGTaTTCTATTaGGGGGGTGGGGTGGG 

2007 GCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAG GCATGCTGGGGAT GCGGTGG 

2066 GCTCTATG6CTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGTGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATC 

Afllll 

2125 AGGGGATAACGCAGGAAAGAAaTGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTA 
2184 AAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCC CCCaGACGAGCATCACAAA 

2243 AATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACA GGAaATAAAGATACCAGGCGTT 

2302 TCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTaCCT GTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACC 

2361 TGTCCGCCTnCTCCCrTCGGGAAGCG TGGCGCmCTCATAGCTCACGCTGTAGGTAT 

ApaU 

2420 gaGTTCGGTGTAGGTCGTTC GCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTa 

2479 GCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAA aATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACG 
AlwNl 

2538 ACTTATCGCCACTGGCAGCAG CCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGC 

2597 GGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTG GTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGCACAGTATT 

2656 TGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTT ACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGAT 

2715 CCGGCAAACAAACCACCGaGGTAGCG GTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTAC G 

2774 CGCAGAAAAAAAGGATCTUAGAAGATCCmGATCTTTTCTACGGGGTtTGACGaCA 

I 

Fig. 1 (Forts. 2) | 

I 

I 
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b^MI i 

2833 GTGGAACGAAAAaCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAiGGATCTTCA 

2892 CCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAACTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA 

EcoOlOSI 

Bsu36l AtwNl 
2951 CCTGAGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGaGCGAGCCCTGGGCCTTCACC 

3010 CGAAaTGGGGGGTGGGGTGGGGAAAAGGAAGAAACGCGGGCGTATTGGCCCCAATGGG 
3069 GTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGTGCaGCCCTGGGACCGAACCCCGCG-rrrTATGAACA 



its pOlY A 

3l2a AACGACCUACACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCGTCATAGCGCGGGTTCC 



Avrll 

3187 TTCCGGTATTGTCTCCTTCCGTGTTXaGTTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAACT 



324G CCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCeGGAAAIACGATTCCG 
3305 AAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCCTGATGGCACGTTGGG,; ' 
BstBI 

'3364 CGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG 

263^ •••PhePheGI uAspLeuLeu 
3423 GC6ATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCG6GA6CGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGC 
256^ Ar gTyr PheAl a 1 1 eAr gGl n$er AspPr oAl aAl a 1 1 eGl yTyr Leu Va I LeuPheAr 

Sapl ; 
3482 66TCA6CCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCC 
236<gAspAI aTr pGI u6l yGl yLeuGI uGl uAJ a 1 1 eAspArgThrAI aLeuAl al ( eAspG 

3541 TGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAA'GCGGCCATT 

2l64lnTyrArgAspAlaVal6lyLeuArgGlyCysAspnePheGlySerPheArgGlyAsn 
3600 TTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATICCTCGCCGT 

197^ Gl uValMetl I eAsnProLeuCysAI aAspGlyHi sThrVal Va I LeuAdpGl liGlyAs 
3639 CGGGCATGCTCGCCTTGACCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCT 

177^ pProMetSerAI aLysLeoAr gAT aPheLeuGI uAI aProAl aLeuGI yGl nHi sGI uG 
BcN 

3718 TGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTAC6T6CTCGCTCGATGCGATG 
157^ I nAspAspGI nAspVal LeuGlyAI aGI uMetArgThrAr gAI aArgGI ul 1 eArgHi s 
3777 TTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTG 
iSS-^LysAlaGlnHisAspPheProCysThrAlaProAspLeuThrHisLeuArgArgMetAI 
3836 CATCAGCCAT6ATGGATACTTTCTCG6CAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGC 
118-«aAspAI aMetl leSerValLysGluAlaProAlaLeuHisSerSerLeuUeuAspGinG 

TthHIl PvufI 
3895 CCCGGCAaTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCAC 
9 8^ I y Pr oVa I Gl uGl yLeuLeuLeuTr pAs pAr gGl yAl aGI uThr Va I Va lAspLeuVa I 

Neo-R. 

Fspl MscI 

3954 AGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCA 
79^AI aAt aCysPr oVa I Gl yThrThrAt aLeuTr pSer LeuAr gAI aAl aGl'uAspGI nLe 

Narl 

4013 GTTCATTCAGGGCACCG6ACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACC6GGCGCCCCTGCGCT 

59^uGluAsnLeuAlaGly5erLeuAspThrLysVal PheLeuVal ProArgGI yGl nAlaS 
4072 GACAGCCGGAACACGGC6GCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCC 

39^erLeuArgPheValAlaAlaAsp$erCysGlyl leThrGlnGlnAlaTrpAspTyrGly 
4131 GAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCA 

20<PheLeuArgGluV3lTrpAlaAlaProSerGlyAlaHi sLeuGlyAspGI-nGlul leMe 

— BsaBI Clal- — ^ Avrll 

4190 TCCGA AA CGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATC TTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAA 

4249 aaagcctcctcactacttctggaatagctcagaggccgaggaggcggcctcggcctctg 



4308 cataaataaaaaaaattactcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagtt 
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SV40 on & Promotor Nsil 
4367 AGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGnGCTCACTAATTGAGATGaT 



SexAl 

4426 GCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACT 



4485 AATTCAGATGCATGCTTTGCATACTTaGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACAC 



Pvull Bsu36l 
4544 CCTAACTGACACACATTCCACAGCTGGTTCTTTCCGCCTCA6GACTCTTCCTTTTTCAA 

4603 TAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCA 

287^ •••TrpHi'sLysl leLa 
■ EamllOSI 

4662 GTGAGGaCCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCGTGACTCCCC 
281^ uSerAJ aGlyl I eCr uAI al I eGl nArgAsnAr gGI uAspMetThrAl a6l nSerGi yT 
4721 GTCGTGTAGATAACTACGATACGG6AGG6CTTACCATCTGGCCCCA6TGGTGCAATGAT 
26HhrThrTyr I leValVal I ( eArgSerProLysGlyAspProGlyLeuAl alAI al I ef le 
•4780 ACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGGCAGCCGGAA 
' 242-1 GlyArgSerGlyArgGI uGl yAl aGI ySer LysAspAl al I ePheTrpGl'yAl aProLe 
4639 GGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGT 
222^ uAI aSerArgLeuLeuProGI yAl aVa I LysAspAl aGI uMetTrpAspl I eLeuGI nG 

Fspl Psp14|06J 

4898 TGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGnTGCGCAACGTTGTTGCCAT 
202^ I nAr gSerAI aLeuThr LeuLeuGI uGl yThr LeuLeuLysAr gLeuThrThrAl aMe t 

4957 TGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTT 
183^AI aVal ProMetThrTlirAspArgGi uAspAsnProl I eAI aGI uAsnLeuGI uProGI 

5016 CCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCG6TTAGCTCC 
163-1 uTrpArgAspLeuArgTTirVal HisAspGlyMetAsnHisLeuPheAIaThrLeuGI uL 
Pvul 

5075 TTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTAT 
143< ysPr oGl yGI y I I eThrThr LeuLeuLeuAsnAI aAl aThrAsnAspSer-MetThr I I e 

bla ; 

5134 GGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTICT6TGACTG 
124^AI aA 1 aSer CysLeuGI uAr gVa I ThrMetGI yAspThr LeuHi sLysGP uThr Va 1 Pr 
Seal 

5193 GTGAGTACTCAACCAAGTCATTaGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGC 
104^ oSar Tyr Gl uVa I LeuAspAsnGl nSerTyr Hi s I t eAr gAr gGl yLeuGI nGI uGl nG 
5252 CCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCCCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCAT 
84^ lyAlaAspl I eArgSerLeuVa lAi aGlyCysLeuLeuVa I LysPheThr SerMetMet 
Psp 14061 

5311 TGGAAAACGTTCmGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGT^ 
65^ProPheArg6l uGl uPr oArgPheSer Gl uLeul I eLysGlySerAsnUeuAspLeuGI 
ApaU 

5370 CGATGTAACCCACTCGTGCACCaACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTT 
45-1 u I I eTyr Gl yVal Ar gAI aGI yLeuGI nAspGI uAI aAspLysVa I LysVa I LeuThrG 

5429 TCTGGGTGA6CAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAA6GGCGACACG 
25-1 1 uPr oHI sAI aPheVa I Pr oLeuCysPheAf aAl aPhePheProl I eLeuAl aVa I Arg 

Sspl 

54S8 GAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTT 
e^PheHisGInt leSefMet 
BspHI 

5S47 ATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTT 
5G0G-CCGCGCACAmCCeCGAAAAGTGGCAGC-TGAGGCGCCC-TGTAGCGGCGaTTAAGCGC 



Stem loop A 

5665 GGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACAaTGCCAGCGCCCTAGCGCCCG 
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5724 CTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCT 



f 1 IR Stem loop B 

5783 CTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAA 



Drain Stem loop C Primer^RNA 

5842 AAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTC, 



Start Transcription 
VS-Syrithese Nicking site Stem loop D Stem loop E 

5901 GCCaTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCnGTTCCAAACTGGAACA 



5960 AttCTCAACCCTATaCGGTCTATTCTTTTCArrrATAAGGGATTTTGCCCATTTCGGC 



Apol Apol Sspl 

6019 CTAnGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATAT 

6078 TAACGCTTACAATTTAC 



Fig. 1 (Forts. 5) ' 
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Drain Sspl BssHII Spel 



I 

Ndel 



BspHI 
Sspl 

ApaLI 
Pspl406l 




Rsrll Sap] 



BstBI 



Avrll AlwNI EcoO.1091 Bsu36l 
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BssHIl Spel 
1 GCGCGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGT 



55 CATTAGTTCATAGCCCATATATGGAaTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATG 



109 GCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGAC6T 



163 ATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGAC6TCAATG6GTGGACT 



Ndel 

217 ATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT6CCAAGTA 



CMV promotoT 

271 CGCCCCCTATTGACGTCAATGACGCTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGT 



SnaBI 

325 ACATGACCTTATG66ACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCG 



379 CTATTACCATGGT6ATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTG6ATAGCGGT 



433 TTGACTCACG6GGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATG6GAGTTTGT 



487 TTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCAT 



541 TGACGCAAAT6GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTC 



T7 promoter 

595 TCTGGaAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTC 



HindlllKpnl BamHISpel , BstXl 
649 ACTATAGGGAGACCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGC 
► 

EcoRl EcoRV 
703 CAGTGTGCTGGAATTCGGCTTGGGGATATCCACCATGGAGACAGACACACTCCT 

l^MeiGI uThrAspThrLeuLe 



' Ndel 

757 GaATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGACTATCCATATGA 
7^ uLeuTr pVa I LeuLeuLeuTr pVa I ProGI ySerThr 61 yAspTyr Pr oTy r As 



Apal 

Eco0109l Aval i 
Sll TGTTCCAGATTATCCTG6GGCCCAAAAGCCCGAG6TGATCGATGCCA6CGAGCT 

2 S> pVa I Pr oAs pTy rAI a 61 yA I a6I nLysPr oGl uVa 111 eAspA 1 aSer Gl uLe 
S6S GACCCCCGCCGTGACCACCTACAAGCTAGTGATCAACGGCAAGACCCTGAAGGG 

43^uThrProAI aValThrThrTyrLysLeuVal i I eAsnGI yLysTTirUeuLysGl 

Xcml Sacll 
919 CGAGACCACCACCGAGGCCGTG6ACGCCGCCACCGCGGAGAAGGTGTTCAAACA 
61^yGI uThrThrThrGI uAl aValAspAl aAl aThrAI aGJ uLysVal PheLysGl 
973 ATACGaAATGACAACGGGGTCGACGGCGAGTGGACTTACGACGACGCCACaA 
79^nTyrAlaAsnAspAsnGlyValAspGlyGluTr pThrTyrAspAspAl aThr Ly 

Aval , 
2x Protein G | 
1027 GACCTTCACCGTGACCGAGAAGCCCGAGGTGATCGATGCCAGCGAGCTGACCCC 
97^ sThr PheThr Va I Thr Gl uLysPr oGi uVa 1 1 1 eAspAl aSer Gl uUuThr Pr 
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1081 CGCCGTGACCACCTACAAGCTAGTGATCAACGCCAAGACCCTCAAGGGCGACAC 
llS^oAlaValThrThrTyrLysLeuVal 1 1 eAsnGI yLysThr LeuLysGI yGI uTh 

Xcml Sacll 
1135 CACCACCGAGGCCGTGGACGCCGCCACCGCGGAGAAGCTTGTTCAAACAATACGC 
133^rThrThrGl uAI aVal AspAl aAl aThrAI aGI uLysVa I PheLysGI nTyrAI 
1189 TAATGACAACGGGGTCGACGGCGAGT6GACTTACGACGACGCCACCAAGACCTT 
151^ aAs nAspAsnGI y Va I As pGI yGI uTr pThr Tyr AspAspA I aThr LysThr Ph 
NotI 

1243 CACCGTGACCGAGGCGGCCGCAGAAaAAAAaCATCTCAGAAGAGGATCTGAA 
169>eThr Val ThrGI uAl aAl aAl aCI uGl nLysLeul I eSerGI uGl uAspLeuAs 



1297 TGGGGCCGTCGACGGACAAAACGACACCAGCCAAACCAGCAGCCCCTCAGCATC 
ler^nGlyAlaV^lAspGlyeirt^snAspTlirSerGlnThrSerSerProSerAlaSc 



CD52 MscI 
1351 aGaACATAAGCGGAGGCATTTTCCTTTTCTTCGTGGCCAATGCCATAATCCA 
Z05^rSerAsnl leSerGlyGlyl I ePheLeuPhePheValAl aA-snAl al let I eHI 



AfllllXbal I 
1405 CCTCTTCTGCTTCAGTTGAG6TGACACGTCTAGAGCTATTCTATAGTGTCACCT 
223>sLeuPheCysPheSer — ^ - ^ 

1459 AAATGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCaTC 



1513 TGnaTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCAC 



poly A 

1567 tgtcctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtca 



; dbsl 

1621 ttctattctggggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaaga 
1675 caatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcggaaag 
1729 aaccagtggcggtaatacggttatccacagaataggggataacgcaggaaaga 

Afllll 

1783 ACATGTGAGCAAAAGCCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGC 
1837 TGGCGTTTTTCCATAGGaCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCT 
1891 CAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGAaGGACTATAAAGATACCAGGGGTTTCCCC 
1945 CTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTaCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACC 
1599 TGTCCGCanCTCCCTTCGGGAAGCGTG GCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTA 

ApaLl 

2053 GGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAAC 
Col El 

2107 CCCCCGnCAGCCCGACCGCTCCGCCnATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCA 

AlwNI 

2161 ACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGaGCCACfGGTAAaGGATTA 
2215 GCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACA6AGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACT 
2269 ACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGaCTGCTGAA'CCCAGTTA 
2323 CCTTCGGAAAAAGAGnGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTA 
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Z377 GCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTC 

Z431 AAGAAGATCCTnGATCTTTTCTACGCGCTCTGACGCTCAGTGGAACtiAAAACT 
BspHt 

Z485 CACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAA6GATCTTCACCTAGATCC 

Bsu36l 

2539 mTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAACaG 
EcoO109l 
AlwNI 

2593 AGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTG GCTGCGAGCCCTGGGCOTCAC 
2647 CCGAACTTGGGGGCrrGGGGTGGGGAAAAGGAAG AAACGCGGGCGTATTGGCCCC 
2701 AATGGGGTCTCCGTCGGGTATCGACAGAGTGC CAGCCCTGGGACCGAACCCCCC 

TK poly A 

2755 GTTTATGAACAAA CGACCCAACACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCG 

280? tcatagcgcgggttccttccggtattg tctccttccgtgtttcagttagcctcc 

2863 cccVagggtgggcgaagaactccagcatgagatccccgcgctggaggatcatcc 
2917 agcccgcgtcccggaaaacgattccgaagcccaacctttcatagaagccggcgg 

BstBI 

2971 tggaatcgaaatctcgtgatggcaggttgggcgtcgcttggtcggtcatttcga 
3025 accccagagtcccgctcagaagaactcgtcaagaaggcgatagaaggcgatgcg 

263"^ •••PhePheGI uAspLeuLeuAr gTyrPheAl al I eArg 

3079 ctgcgaatcgggagcggcgataccgtaaagcacgaggaagcggtcagcccattc 

25H Gl nSerAspPr oA I aAl a I 1 eGl yTyr LeuVa 1 LeuPheAr gAspAl aTrpGI u 

Sapl '^5''" 

3133 gccgccaagctcttcagcaatatcacgggtagccaacgctatgtcctgatagcg 

232< Gl yGI yLeuGf uGl uAI a 1 1 eAspAr gThrAI aLeuAl a 1 1 eAspGI n TyrAr g 

3187 gtccgccacacccagccggccacagtcgatgaatccagaaaagcggccattttc 

2l4^AspAI av^ I Gl yLeuArgGI yCysAspl I ePheGI ySer PheAr gGI yAsnGI u 
3241 aCCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCC 
1964 Va I Me 1 1 1 eAsnPr oLeuCy sAI aAspGI yHf sThr Va I Va I UuAs pGI uGI y 
3295 GTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTG 
1784AspProMetSerAI aLysLeuArgAl aPheLeuGI uAI aPr oAl aLeuGiyGI n 
3349 ATGCTCTTGATCATCaGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCG 
1601 HI sGI uGl nAspAspGI nAspVa I LeuGI yA I aGI uMetArgThrAr gAI aAr g 
3403 CTCGATGCGATGTTTCGCTT6GTGGTCGAAT6CGCAGGTAGCCG6ATCAAGCGT 
1421 Gl ul I eArgHi sLysAl aGI nHi sAspPheProCysThrAI aProAspLeuThr 
34S7 ATGCAGCC6CCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAG 
1241 Hi sLeuAr gAr gMe tAI aAspAl aMat I 1 eSer Va I LysGI uAI aPr oA I aL«u 
3S11 GTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCT 
1061Hi5SerSerLeuLeuAspGI nGlyProValGI uGl yLeuLeuLeuTrpAspArg 

Fspl Nao-R. 
Tthmi Pvull MscI 

3565 TCCCGCTtCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGC 
88l6lyAla6luThrValV^IAspLeuValAlaAlaCysProValGlyThrThrAla 
3619 CAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTaTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAG 
70lLeuTr pSerLeuArgAI aAl aGI uAspGlnLeuGl uAsnLeuAl aGlySer Leu 

Narl 

3673 GTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGC 

SZlAspThr LysVa l PheLeuVal ProArgGJyGI nAl aSer LeuArgPheV^I AI a 

3727 GGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTC 
341 Al aAspSerCysGI yl 1 eThrGI nGI nAl aTrpAspTyrGI yPheLeuArgGI u 
3781 CACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAA 
161 ValTrpAl aAlaProSerGlyAlaHisLeuGlyAspGlnGlul leMet 

StuI 

BsaBI Avrll - 

3835 CGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAA 



Fig. 2 (Farts. 3)' 
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BseRI BseRI 
3889 AGCCTCCTCACTAaTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGAGGCGGCCTCGGCCT 



3943 CTGCATAAATAAAAAAAATTAGTCAGCCATGGGGCGGAGAATGGGGGGAACTGG 



SV40 ori & Promotor 
3997 GCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACT 



Nsil 

4051 AATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTC 



SexAl Nsil 
4105 CACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGaTACTTCTGCCTGCTG 



4159 GGGAGCCTGGGGACTTTCaCACCCTAACTGACACACATTCCACAGCTGGTTa 



6su36l 

4213 TTCCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAATAAATCAATCTAAAGTATjATATGAGT 
4267 AAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATaCAGCGA 
2a7^.««TrpHisLysI leLeuSerAfaGlyl leGluAlaM 
Earn! 1051 

4321 TCTGTCTATTTCGTTaTCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTA'GATAACTA 

2744 eGl nArgAsnArgGI uAspMetThrAl aGt nSer GlyThrThrTyril I eVal Va 
4375 CGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGA6ACC 

256^1 I I cArgSerProLysGlyAspProGlyLeuAlaAl al lei I eGJyAr gSerGI 
4429 CACGCTCACCGGCTCaGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCG 

2384yArgGI uGlyAI aGlySerLysAspAl al I ePheTrpGI yAl aProLeuAl aSe 
4483 AGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTT 

2204 r Ar gLeuLeuPr oGI yAl aVa I LysAspAl aGI uMe tTr pAspl I eLeuGI nGI 

Fspl Psp1406l 

4537 GCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTG 

2024 nArgSerAI aLeuThrLeuLeuGl uGl yThrLeuLeuLysArgLeuThrThrAI 
4591 CCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGaCGTCGTTTGGTATGGGTTCATTCA 

XS4<aMetAI aVa I ProMatThrThrAspArgGI uAspAsnProI I eAfaGi uAsnLe 
4645 GCTCCGGTTCCCAACGATCAACGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTaGCAAAA 

1664 uGl uPr oGI uTr pAr gAspLeuAr gThr Va I HI sAspGI yMa tAsnHi sLeuPh 

Pvul 

4699 AAGCGCnTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAG 
148^ eAI aTlir LeuGI uLysPr oGI yGI y 1 1 aJhrThr LeuLauLauAsnAl aAl aTh 
4753 TGTTATCACraTGGrrATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCAT 
130^ rAsnAspSerMetThr I ! eAl aAl aSerCysLeuGl uAr gVal TtirMetGl yAs 
bla Seal 
4&07 CCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAAT 
112^ pThrLeuHi sLysGI uThrVal ProSerTyrGi uVa I LeuAspAsn'GI nSerTy 
4861 AGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGA[TAATACCG 
94^rHisl i eArgArgGI yLeuGI nGI uGl nGlyAI aAspl I eArgSerLeuValAI 

Pspl406l 

4915 CGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGC 

76^aGlyCysLeuLeuValLysPheThrSerMetMetProPheArgGlufGluProAr 
4969 GAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAlACCCACTC 

58^ gPheSer Gl uLeu II eUysG) ySerAsnUuAspUeuGI ul I «Tyr Gl y Va I Ar 
ApaLt 

5023 GTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTGTGGGTGAG 
404gAl aGlybeuGI riAspGl uAl aAspLysVa l LysVa l LeuThr Gl iiPr oHi sAl 

5077 caaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaat 

22^ aPheVal ProLeuCysPheAl aAl aPhePheProl I eLeuAl aVal ArgPheHi 

Sspl 

5131 GTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTaATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTT 
4^sGlnl leSerNlet 
BspHl 

51B5 attgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaSacaaatag 
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5239 GGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCTGTACCGGCC 



Stem loop A 

S293 CATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACl^CTTGCCA 



5347 GCCCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCG 



fl IR , Stem loops 
5401 CCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTT.CCGATTTA 



. Orallt 

S4SS GTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTA6GGTGATGGTTCACGTA 



Start Transcription 
Stem loop C Primer-RNA ' VS-Synthese 

5509 GTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCrnGACGTTGGAGTCCACGT 



Nlddng site Stem loop D Stem loop E ; 

5563 TCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCaATCTCGG 



5617 TCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAA 



Sspl 

5671 ATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATAn.AACGCTTA 



5725 CAATTTAC 



I 

Fig. 2 (Forts. 5) 
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Apol Apol Sspl BssHll Spel 



Ndel 



'SnaBl 



BspHI 
Sspl 

ApaLI 
Pspl406l 




RsrII Sapl 



BstBI 



Avrll 



AlwNI'Eco0109l Bsu36l 



Fig. 3 
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BssHII ^P^' 
1 GCGCGCGTTGACATTGAT TATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCA 

57 TTAGTTCATAGCCCATAT ATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCC 
113 GCCTGGCTGACC GCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTC 
169 CCATAGTAACGCCAATAGG GACnTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGC 

Ndel 

225 TAAACTGCC CACTTGGCAGtACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTAT 
CMV promoTor 

Z81 TGACGTCAATGAC GGTAAATGGCCCGCaGGCATTATGCCCAGTACATGACCnAT 

SnaBI : 
337 GGGACTTTCCTACTTGGCAGT ACATaACGTATTAGTCATCGaATTACCATGGTG 

393 ATGCGGTTTTGGCAGTACA TCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATT 
4-49 TCCAAGTCTCCACCCCATT GAC6TCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAAC 
505 GGCACTTTC CAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGG 

Sad 

561 CGTCTACGGTGCGAGGTaATATAAGCAGAGCTCTCT GGCTAACTAGAGAACCCAC 

T7 promotor ' Hindlll Kpnl 

617 TGCTTACTGGCTTATCGAAAT TAATACGACTCACTATAGGGA^A CCCAAGCTTGGT 

Sfil 

Aoel 

673 ACCGGTGCGATGGCACCCTGCATGCTGCTCCTGCTGTTGGCGGCCG'CCCTGCCCCC 
l^MelAUProCysMetLeuLeuLeuLeuLeiiAlaAlaAlaLeuAlaPr 

Apal 

EcoOlOSi Aval 
729 GACTCAGACCCGCGCGGGGCCCCAAAAGCCCGAGGTGATCGATGCCAGCGAGCTGA 

iG^oThrGlnThrArgAlaGtyAUGlnLysProGluVal ' ' -^^P^' ^i^f Gl "LeuT 
785 CCCCCGCCGTGACCACCTACAAGCTAGTGATCAACGGCAAGACCCTGAAGGGCGAG 
. 35^ hr Pr oAl aVa ! Thr Thr Tyr LysLeu Va I 1 1 eAsnGI y LysThr LduLysGl yGI u 

Sacll 

841 ACCACCACCGAGGCCGTGGACGCCGCCACCGCGGAGAAG6TGTTCAAACAATACGC 

SA> ThrThrThrGl uAI aVa I AspAl aAl aThrAl aGI uLysVa I PheLysGI nTyrAl 
897 TAATGACAACGG6GTCGACGGCGAGTGGACTTACGACGACGCCACCAAGACCTTCA 
72^ aAs nAspAsnGI yVa I AspGl yGI uTr pThr TyrAs pAspA I aThriLysThr PheT 
Aval 

953 cCGTGACCGAGAAGCCCGAGaGATCGATGCCAGCGAGCTGACCC^ 

91^hrValThr6luLysPro61 uVaU I eAspAl aSerGl uLeuThr ProA aVal Thr 
1009 ACCTACAAGCTAGTGATCAACGGCAAGACCCTGAAGGGCGAGACCACCACCGAGGC 
llS^ThrTyrLysLeuVal lleAsnGI yLysThr LeuLysGlyGl uThrThrThrGl uAI 

1065 CGTGGACGCCGCCACCGCGGAGAAGGTGTTCAAACAATACGCTAATGACAACG^ 
128^aVal AspAl aAl aThfAl aGI uLysVal PheLysGl nTyrAI aAsnAspAsnGI yV 

Fig. 3 (Forts. 1) 



09/07 2001 12:05 FAX +49 89 42724749 



HUBER & SCHUESSLER PAT IPTL 



1^044 



15/18 

Notl 



NOtl 

1121 TCGACGGWAGTGGACmCGACGACGCCACCAAGACCTTCA CCGTGACCGAGGCG 
147^alA5pGlyGluTrpThrTyrAspAspAlaThrLysThrPheThrValThr6luAla 

myc 

1177 CCCGCAGAACAAAAACTaTCTCAGAAGAGGATCTGAATGGGGCCGTCGACGAACA 
166>AI aAl aGI uGl ntysLe uH eSer Gl uGl uAspLeuAsnG I yAl aValAsp GluGI 

1233 aaaactcatctcagaagaggatctgaatgctgtgggccaggacacgUggaggtca 

184» nLysLeu 1 1 eSer G l uGl uAspLeuAsnAI aVat Gl yGI nAspThr Gl nGt uVa 1 1 

1Z89 tcgtggtgccacactccttgccctttaaggtggtggtgatctcagccatcctggcc 

203> 1 eVa I Va I Pr oHi sSer LeuPr oPheLysVa I Va I Va I I I eSerAI a 1 1 eLeuAl a 

TM domain 

1345 aCGTGGTGCTCACCATCATCTCCCTTATCATCCTCATCATGCTTTGGCAGAAGAA 
U2> LeuVa I Val LeuThr 1 1 ell eSerLeul I el 1 aUeul I eMgtLeuTr pGI nLysLy 

Pvul Xbal ' I 

1401 GCCACGTTCGTCGGCCGATCGAGAATCCATCTAGAGCTATT aATA'CTGTCACaA „ 

Z40^sProArgSerSerAlaAspArgGluSerlle»** — ^ 
1457 AATGCrAGAGCTCGCTGATCAGCaCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGT 



poly A 



1513 TG' 



poiy i 

JTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTG ACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCC 
1569 TTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGA6TAGGTGTCATTCTATT 



Bbsl 

1625 CTGGGGGGTGGGGTGGGG CAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAG 
1681 GCATCaGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGTGGCG 

Afiin 

1737 GTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAA 
1793 AGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCCTAAAAA GGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATA 

1849 GGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAA ATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGA 

1905 AACCCGACAG GACTATAAAGATACCAGGCgTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCG 

1961 CTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTA CCGGATACCrgTCCGCCTTTCTCCCTTCGG 

2017 GAAGCGTGGCGCTTTCTC ATAGaCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGCn-C 

ApaU Col El 

2073 GTTCGCTCCAAGaGGGCT GTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGC 

2129 CTTATCCCaAACTATCGTCTT GAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCAC 
AlwNI 

2185 TGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACA 



2241 
2297 



CTCCGCTaGaGAAGCCAG TTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCG 
2353 GCAAACAAACCACCG CTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCACATTA CC 
2409 CGCAGAAAAAAAGGATCTaAGAAGATCCTTTGATCTTTrCTACGGGGTCTGACGC 

Fig. 3 (Forts. 2) 
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BspHI 

2465 TCAGTGGAACGAAAACTCACCnAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGA 
Z5Z1 TCTTCACCTAGATCaTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATaATCTAAAGTATA 

EC00109I 

B5U36I AlwNI : 

2577 TATGAGTAACCTGAGGCTAT6GCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGA6CCC 

2633 TGGGCCTTCACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGGGGAAAAG6AAGAAACGCGGCCGT 
2689 ATTGGCCCCAATGG6GTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGT6CCAGCCCTGGGACCGA 
TK poly A 

2745 ACCCCGCCnTTATGAACAAA CGACCCAACACCCTGCGTmATTCTGTCrrrrrAT 
2801 TGCCGTaTAGCGCGGGTTCCTTCCGGTATTGT CTCaTCCGTGTTTCAGTTAGCC 
Avrll 

2fi57 TCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAAaCCAGCATGAGATCCCCGGGCTGGAGGATCATC 

2913 CAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGT" 

; BstB) 

2969 6GAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGC6TCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACC 
3025 CCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGaCCG 
2634 •••PhePheGluAspLeuLeuArgTyrPheAlal I eArgGI nSe 
3081 AATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCA 

24&4 rAspPr cAI aA I a I I eGl yTyr LauVa I LeuPheAr gAspAl aTr pGI uGl y Gl yL 

Sapl RsrII 
3137 AGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCCCrrcCGCGlC 

229^ euGI uGl uA! a 1 1 eAspAr gThrAI aLeuAI a I I cAspGI nTyrAr gAspAl a Va I 
3193 ACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCG6CCATTTTCCACCAT6ATAT 

21l4GlyLeuArg6IyCysAspI I ePheGlySerPheArgGl yAsnGI uValMetl I eAs 
3249 TCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCCGGCATGCTC 

1924 nPr oLeuCysA I aAspGI yHi sThr Va I Va I LeuAspGl uGl yAspPr oMe tSerA 
3305 GCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTXTTGATaTC 

173'^ I aLysLeuAr gAl aPheLeuGl uAl aProAl aLeuGl yGl nHi sGl'uGl nAspAsp 
3361 CTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGA6TACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCG 

1554 GI nAspVa I LeuGI yAI aGl uMetAr gTlirArgAI aAr gG) Ul I GA'rgHi sLysAI 
3417 CTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCC6GATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCA 

l364aGI nHi sAspPheProCysThrAI aProAspLeuThr HI sLeuA^gA^9^4etA( aA 
3473 TCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACA|GGAGATCCTG 

ll7^s[iAI aMetl I eSer Va! LysGI uAI aPr oAl aLeuHi sSerSerLeuLeuAspGI n 

lithllll 

3529 CCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGA 
99^GlyProVal GI uGl yLeuLeuLeuTrpAspArgGI yAl aGI uThrVal ValAspLa 

Nao-R. 

PvullPapl MscI 
3535 GCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGaGCCTCG 

804 uVal Al aAl aCysPr oVal GI yThrThrAl aLeuTrpSer LauAr gAl aAl aGI uA 

Narl 

3641 TCTTGCAGTTCATTCAGGCCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCG 
61^ spGI nLeuGI uAs nLeuAl aGI y Ser LeuAspThr LysVa I PheLeuVa I Pr oAr g 

3697 CCCCTGCGaGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTG 
43'<Gly6l nAI aSerLeuAr gPheVal Al aAl aAspSerCysGly 1 1 eThrGI nGI nAI 

3753 CCCA6TCATAGCCGAATA6CCTCTCCACCCAA6CGGCCGGAGAACCTGCGTGCAAT 
24^ aTr pAspTyr GI yPheLeuAr gGI u Va I Tr pA I aA I aPr oSer 61 )(A I aHi s LeuG 

BsaBI 

3809 CCAtCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTCT-aCTTGATCGATCrrTGC 
S^lyAspGInGIulleMet — ^ 
Stul 

Avrll BseRl 
3865 AAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGaCAGAGGCC 

Fig. 3 (Forts. 3) . 
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3921 CAGCACGCGGCCT CGGCaCTGCATAAATAMAMAATTAGTaGCCATGGGGCGG 

SV40 ori & Promoter 

3977 AGAATGGGCGGAA CTGGGCGGAGrTAGGCGCCGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGA 

4033 gATGGTTG CTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAG 

SexAl 1^^'' 
4089 CCTGCGGAC TTTCCACACaGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACT 

Pvull 

414S TCTGCaGCTGGGGAG CaGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCaC A 

4201 GCTG(rnaTTCcG?craGGAamcnTTmAATAAAia 

4257 TATGAGTAAAaTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTC . 

EamllOSI ; 

4313 AGCGATCTGTCTATTTCGTTaTCCATAGTTGCCTGACTCCCCCTCGTGTAGATAA 

2764 Al a 1 1 eGl nAr gAsnArgGI uAspMetThr Al aGI "S^r G yThrThr Tyr 1 1 
4369 aACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGAC 

257"«IVal I leArgSerProLysGlyAspProGlyUeuAlaAlal el KG'^^^^^ 
442S CCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGCCCGA 

238-< lyArgGluGlyAlsGlySerLysAspAlal I «PheTr pGlyAI aPr^oLeuAl aSer 
4481 GCGCAGAACTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCaTCCAGTCTATTAATTGTTGCC 

220<ArqLeuLeuProGlyAI aval LysAspAl aGI uMetTrpAspl I eLeuGI nGI nAr 

Fspl Pspl40SI 

4537 GGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATA6TTTGCGCAACGTT6TTGCCATT 
2ai< gSerAl aLeuThrLeuUuGI uGlyThrLeuLeuLysArgLeuThrJhrAI aM^ 

4593 GaACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCAirrCAGCTCCGG 
182< laValPrcMetTTirWAspArgGluAspAsnProlleAlaGluAdnLeu^^^^ 

4649 TTCCCAACGATCAAGGCCAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAA^AAGCGGTTA 
164< Gl uTrpAr gAspLeuAr gTTir Va I Hi sAspGlyMetAsnHi sLeuPheAl aTHrLa 

Pvul 

4705 GCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTT6GCCGCAGTGTTATCACTC 
MS^uGluLysProGIyGlylleThrThrLeuLeuLeuAsnAlaAlaThrAsnAspSerM 

4761 ATGGTTATGCCAGCACTGCATAATTCTCTTAaGTCATGCCATCCGTAAGATGCTT 
126^ etThr 1 1 eAI aAl aSerQrsLeuGI uArgValThrMetGlyAspThrLeuHi sLys 

4817 TTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGACAATAGTGTATGCGGCGAC 
10g< 6! uTUr Va I Pr oSerTyr Gl uVa I LeuAspAsnGl nSerTyr Hi ^ ' eArgArgGI 

4873 CGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACT 
89^ yLeuGI nGI uGl nGI yAl aAspl I eAr gSer LeuVal Al aGI yCysLeuLeuVal L 

Pspi4oei 

4929 TTAAAAGTGaCATCATTGGAAAACGTTaTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTT 
79^ vsPheThr SerMa iMe tPr oPheAr gGI uGl uPr oAr gPheSer Gl uLeu 1 1 eLys 

ApaU 

4985 ACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATCTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAG 
SZi Gl ySerAsnLeuAspLeuGI Ul I eTyrGi yVa I Ar gAI aGI yL«"GI nAspGI uAI 

5041 CATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCC 
334 aAspLysVal LysVa I Leu-n.r Gl uProHi sAI aPheVa I Pjl^LeuCysPheAlaA 
- _5a97. .GCAAAAAAGG6AATAAGGGCGAi:ACAGAAAIGTTGA_ATAg<^^^^^^^ 
144 I aPhePheProl I aLeuAlaValArgPheHI s6I nl I cSerMet 



TCAATAmnGAAGCAnTATCAGGCTTATTGTaCATGAGaCATACATATTTG 
5209 AATCTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCeCCGAAAAGTG 
5265 CCACCTGACGCGCCCTGTACCGGCGCATTAAGCCCGGCGGGTGTG6TGGTTACGCG 



5153 



Fig. 3 (Forts. 4) , 
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Stem loop A ' 
S521 CAGCGTGACCCCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGaCCTTTCGCTTTCTTCC 



5377 CTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCCTCAAGaaAAATCGGGGGCTC 



n IR Stem loop 6 

5433 CCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACaCGACCCCAAAAAACTTGATTA 



Drain Stem loop C Primer-RNA 

5489 GGGTGATGCTTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGA 



Stare Transcription 
VS-Syntheso Nicking site Stem loop D ^ Stem loop E 
5545 CGTTCGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTC 



5601 AACCCTATCTCGGTaATTCTTTTGATTTATAAGCGATTTTGCCGATTTCGGCCTA 

Apol Apof Sspl 

5657 TTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATT TAACGCGAATTTTAACAAAATAT 

5713 TAACGCTTACAATTTAC 



Fig. 3 (Forts, 5) 
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<110> Deutsches Krebsf orschungszentrum 
<120> selektiin von monoklonalen Antikorpern 
<130> K 2779 

<140> PCT/'DEOA/ 00079 
<141> 2000-01-11 

<150> DE 199 00 635.0-41 
<151> 1999-01-11 

<i60> 6* 

<170> Patentin Ver. 2.1. 



<210> 1 
<:211> 5732 
<212> DNA 
<213> kOnstliche Sequenz 



<220> 
<221> CDS 
<222> (737) 
<223> 



Beschxeibung 



<400> 1 



(1420 



dlr kunstlichan Sequenz: Antikarper-Bindeprote^n 



gcgcgcgttg acattgatta ttgactagtt attaatagta atcaattacg gggtcattag 
ttcatagccc atUatggag ttccgcgtta cataacttac ggtaaatggc* ccgcctggct 
g.ccgcccaa cgacccccgc ccattgacgc caataatgac gtatgttccc atagtaacg. 
caatagg.gac tttccattga cgtcaatggg tggactattt acggtaaact gcccacttgg 
cagtacatca agtgtatcat atgccaagta cgccccctat tgacgtcaat gacggcaaat 
ggcccgcctg gcattatgcc cagtacatga ccttatggga ctttcctact tggcagtaca 
tctacgtatt aJtcatcgct attaccatgg tgatgcggtt ttggcagtac atcaatgggc 
gtggatagcg gJttgactca cggggatttc caagtctcca ccccattgac grcaatggga 
gtttgttttg gc'accaaaat caacgggact ttccaaaatg tcgtaacaac tccgccccat 
tgacgcaaat gjgcggtagg cgtgtacggt gggaggtcta tataagcaga gctctctggc 
taactagaga aJccactgct tactggctta tcgaaantaa tacgactcac tatagggaga 
cccaagcttg_gJaccgagct cggatccact agtaacggcc gccagtgtgc tggaattcgg 

" r«^.«"."i- w ^'^^^^wq 

s til m ti s s s S K= at m lii ill 

15 20 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 
540 
600 
660 
720 
769- 

817 
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K t t?. - IS ?S! "I K sr. IS s 

30 I 35 

SI sr;n f,? s s - S! ?n «| S5 

tji IS 12 S5 ?S ?| K ?2 SI m Si ?S E! IK SI 

?a ss^s =r„ i!^ ;s. - 1 5S s i!5 ik 5s 

ffi K lu ;S SI S IS 51 S IS 

/.i-rr ar-r- rcc Qcc otq flcc acc tac aag eta gtg 
ate gat' gcc a^c gag ctg acc ccc gcc gw ^ 3^ 

He Asp: Ala S^r Glu Leu Thr Pro Ala Val Thr THr Tyr bys 
110 

ill 1;? J^l SI 15 IS ™= S i IS EI ?I! K 



125' 



rT+-,^ *-rr aaa caa tac gct aat gac aac ggg 

n= ira fii iiSi -1 fs? 

140 J-^^ 

IS I?? 1^5 8; ?S 5^ L*l K SI SI - - i - 

s IS III I ir. IS IS s; si ni is is s| si si 

IS E 15 IS "I SI SI SII IS ?SI sll III III 'II 

190 

K SI SI t SI III 15 15 SI ^11 SI Si IS 51? !S SI 

205 210 215 

gcc ata ate ^ac etc ttc tgc ttc agt tgaggtgaca cgtctagagc 
Ala lie lie His Leu Phe Cys Phe Ser 
220 225 



865 



913 



961 



1009 



1057 



1105 



1153 



1201 



1249 



1297 



1345 



1393 



1440 



J. _.. 
I 



atgctagagc 


tcgctgatca 


gcctcgactg 


tgccttctag 


1500 


gcecctcccc 


cgtgccttcc 


ttgaccctgg 


aaggtgccac 


1560 


aaaatgagga 


aattgcatcg 


cattgtctga 


gtaggtgtca 


1620 


tggggcagga 


cagca&gggg 


gaggattg'gg 


aagac aatag ~ 


— 1680- 


tgggctctat 


ggcttctgag 


gcggaaagaa 


ccagtggcgg 


1740 


tcaggggata 


acgcaggaaa 


gaacatgtga 


gcaaaaggcc 


1800 


aaaaaggccg 


cgttgctggc 


gtttttccat 


aggctccgce 


1860 


aatcgacgct 


caagtcagag 


gtggcgaaac 


ccgacaggac 


1920 
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tataaagata ccaLgcgttt cccccbggaa gctccctcgt gcgctctcct gttccgaccc 
tgccgcttac cgg^tacctg tccgcctccc tccctccggg aagcgtggcg ctttctcata 
gctcacgdtg tag^catctc agttcggtgt aggtcgttcg ctccaagctg ggctgtgtgc 
acgaaccccc cgttcagccc gaccgctgcg cctcatccgg taactatcgt cttgagtcca 
acccggtaag acacgactta ccgccactgg cagcagccac tggtaacagg attagcagag 
cgaggtaegt aggcggtgct acagagttct tgaagcggtg gcctaactac ggctacacta 
gaaggacagt attitggtatc tgcgctctgc tgaagccagt tacctccgga aaaagagttg 
gtagctcctg atccggcaaa caaaccaccg ctggtagcgg tggttttttt gtttgcaagc 
agcagactac gcgcagaaaa aaaggatctc aagaagatcc tttgatcttt tctacggggt 
ctgacgctca gtggaacgaa aactcacgtt aagggat.tt ggtcatgaga -ttaccaaaaa 
ggaccttcac ctJgatcctt ttaaattaaa aatgaagttt taaatcaatc itaaagtatat 
atgagtaacc tgJggctatg gcagggcctg ccgccccgac gttggctgcg -agccctgggc 
cttcacccga acttgggggg tggggtgggg aaaaggaaga aacgcgggcg tattggcccc 
aatggggtct cgjtggggta tcgacagagt gccagccctg ggaccgaacc xcgcgtttat 
gaacaaacga ccJaacaccg tgcgttttat tctgtctttt tattgccgtc atagcgcggg 
ttccttccgg taitgtctcc ttccgtgttt cagttagcct ccccctaggg -tgggcgaaga 
actccagcat gajatccccg cgctggagga tcatccagcc ggcgtcccgg aaaacgattc 
cgaagcccaa ccittcatag aaggcggcgg tggaatcgaa atctcgtgat ggcaggttgg 
gcgtcgcttg gtlggccatt tcgaacccca gagtcccgct cagaagaacf cgtcaagaag 
gcgatagaag gcjatgcgct gcgaatcggg agcggcgata ccgtaaagca ' cgaggaagcg 
gtcagcccat tcgccgccaa gctcttcagc aatatcacgg gtagccaacg ctatgtcctg 
atagcggtcc gclacaccca gccggccaca gtcgatgaat ccagaaaagc ggccattttc 
caccatgata ttiggcaagc aggcatcgcc atgggtcacg acgagatcct cgccgtcggg 
catgctcgcc ttiagcctgg cgaacagttc ggctggcgcg agcccctgat gctcttgatc 
atcctgatcg acLgaccgg cttccatccg agtacgtgct cgctcgatgc • gatgtttcgc 
ttggtggtcg aatgggcagg tagccggatc aagcgtatgc agccgccgca ttgcatcagc 
catgatggat aclttctcgg caggagcaag gtgagatgac aggagatcct gccccggcac 
ttcgcccaat aglagccagt cccttcccgc ttcagtgaca acgtcgagca- cagctgcgca 
aggaacgccc gtlgtggcca gccacgatag ccgcgctgcc tcgtcttgca gttcattcag 



■ g^caccg^^ agt cggtct tgacaaaaag-aaccgggcgc-ccctgcgctg^ -acagccggaa^ 
cacggcggca tcigagcagc cgactgtctg ttgtgcccag tcatagccga atagcctctc 
cacccaagcg gcLggagaac ctgcgtgcaa tccatcttgt tcaatcatgC gaaacgaccc 
tcatcctgtc tcttgatcga tctttgcaaa agcctaggcc tccaaaaaag cctcctcact 
acttctggaa talctcagag gccgaggagg cggcctcggc ctctgcacaa ataaaaaaaa 



1980 

2040 

2100 

2160 

2220 

2280 

2340 

2400 

2460 

2520 

2530 

2640 

2700 

2760 

2820 

2880 

2940 

3000 

3060 

3120 

3180 

3240 

3300 

3360 

3420 

3480 

3540 

3600 

3660 

3720 

3780 

3840 

3900 

3960 



09/0 r 2001 12:25 FAX +49 89 42724749 HUBER & SCHUESSLER PAT -» IPTL 



1^040/061 



ttagtcagcc atggggcgga gaatgggcgg aactgggcgg agttaggggc gggatgggcg 
gagttagggg cgjgactatg gttgctgact aattgagatg catgctttgc atacttctgc 
ctgcrgggga gcJtggggac tttccacacc tggttgctga ctaattgaga tg.atgcttt 
gcatacttct gcJtgctggg gagcctgggg actttccaca ccctaaccga cacacattcc 
acagctggtt cCttccgcct caggactctt cctttttcaa taaatcaatc taaagtatat 
atgagtaaac ttggtctgac agrtaccaat gcttaatcag tgaggcacct atctcagcga 
tctgtctatt tcgttcaccc atagttgcct gactccccgt cgtgtagata actacgatac 
gggagggott acJatctggc cccagtgctg caatgatacc gcgagaccca cgctcaccgg 
ctccagactt atiagcaata aaccagccag ccggaagggc cgagcgcaga agtggtcctg 
caactttatc cgictccatc oagtctatca attgttgccg ggaagctaga gtaagtagtt 
cgccagttaa tajtctgcgc aacgttgttg ccattgctac aggcatcgtg ■ gtgtcacgct 
cgtcgtttgg taiggcttca ttcagctccg gctcccaacg atcaaggcga gttacatgat 
cccccatgtt gtgcaaaaaa gcggtcagct ccttcggtcc Cccgatcgtt gtcagaagra 
agttggccgc agigtcatca ctcacggtta tggcagcact gcataattct cttactgtca 
tgccatccgr aalatgctct tctgtgactg gtgagtactc aaccaagtca ttctgagaat 
agtgtatgcg gciaccgagt tgctcttgcc cggcgtcaac acgggacaat accgcgccac 
atagcagaac ctiaaaagtg ctcatcatcg gaaaacgttc ttcggggcga aaactctcaa 
ggatcttacc gctgttgaga tccagttcga tgtaacccac tcgtgcaccc aactgatctt 
cagcatcttt taltttcacc agcgtttctg ggtgagcaaa aacaggaagg caaaatgccg 
caaaaaaggg aataagggcg acacggaaat gttgaatact catactcttc cttttccaat 
attattgaag catttatcag ggttattgtc tcatgagcgg atacatattt gaatgtattt 
agaaaaataa acLataggg gttccgcgca catttccccg aaaagcgcca cctgacgcgc' 
cctgtagcgg cgLttaagc gcggcgggtg tggtggttac gcgcagcgtg accgctacac 
ttgccagcgc ccUgcgccc gcccctttcg ctttcttccc tccctttctc gccacgttcg 
ccggctttcc ccitcaagct ctaaatcggg ggctcccttt agggttccga tttagtgctt 
tacggcacct cgLccccaaa aaacctgatt agggtgatgg ttcacgtagt gggccatcgc 
cctgatagac gglttttcgc cctttgacgt tggagcccac gttctttaat agtggactct 
tgttccaaac tgUcaaca ctcaacccta tctcggtcta ttcttttgat ttataaggga 
ttttgccgat ttlggcctat tggttaaaaa atgagctgat ttaacaaaaa tttaacgcga 
attttaacaa aatattaacg ctcacaattt ac 



<210> 2, 

<211> 2128 

<2X2> PM 

<213> ktinstliche Secfaenz 



4020 
4080 
4140 
4200 
4260 
4320 
4330 
4440 
4500 
4560 
4620 
4680 
4740 
4800 
4860 
4920 
4980 
5040 
53.00 
5160 
5220 
5280 
5340 
5400 
5460 
5520 
5580 
5640 
5700 
— 5732- 
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<223> Beschreibung der kur.stlichen Sequent: Antikorper-Bindeprotein 
<400> 2 

Met Glu Thx ASP Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 



Gin Lys Pro 
35 



Thr Tyr Lys 



50 



ThJT C3lu 
65 



10 



Gly Ser Thr Gl[ Asp Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Gly Ala 



Glu Val lie Asp Ala Ser Glu Leu Thr Pro Ala Val Thr 



40 



45 



Leu Val lie Asn Gly Lys Thr Leu Lys Gly Glu Thr Thr 



55 



60 



Ala Vak Asp Ala Ala Thr Ala Glu Lys Val Phe Lys Gin Tyr 



70 



75 



Ala Asn ASP AsL Gly Val Asp Gly Glu Trp Thr Tyr Asp Asp Ala Thr 



85 



Lys Thr Phe Ttir Val Thr Glu Lys Pro Glu Val He Asp Ala Ser Glu 
IQO 1-^0 
Ja Val Thr Thr Tyr Lys Leu Val He Asn Gly Lys Thr 



Leu Thr Pro 
115 



Lys 

145 



120 



125 



Leu Lys Gly gJu Thr Thr Thr Glu Ala Val Asp Ala Ala Thr Ala Glu 
130 135 J-^^ 

val Phe LYS Gin Tyr Ala Asn Asp Asn Gly Val Asp Gly Glu Trp 



150 



155 



Thr Tyr Asp ASP Ala Thr Lys Thr Phe Thr Val Thr Glu Ala Ala Ala 
165 170 

Glu Gin Lys Leu He Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala Val Asp Gly 
180 

Gin Asn.Asp Tilr Ser Gin Thr Ser Ser Pro Ser Ala Ser Ser Asn He 



195 



200 



ser Gly Gly lie Phe Leu Phe Pho Val Ala Asn Ala He He His Leu 



210 I 215 

Phe Cys Phe Ser 
225 



<:210> 3, 
<211> 6G94 
<:212> DNA 
<213> kunstliche Sequenz 



-<220>— - 
<221> CDS 
<222> (632) . 



:ilT> B^^chreiw Sr kunstlichen Saquenz: Antikorper-Bindeprotein 
<400> 3 

gcgcgcgttg acattgatta ttgactagtt actaatagta atcaattacg gggtcattag 



09/07 2001 12:25 FAX +49 89 42724749 HUBER & SCHUESSLER PAT -> IPTL 

i 



1^042/061 



ttcatagccc ata 



:atggag ttccgcgtta cataacttac ggtaaatggc ccgcctggct 
gaccgcccaa cgacccccgc ccattgacgt caataatgac gtatgttccc atagtaacgc 
caatagggac ettLttga cgtcaatggg tggactattt acggtaaact gcccacttgg 
cagtacatca agAtatcat atgccaagta cgccccctat tgacgtcaat gacggtaaat 
gg«cg=ctg gcaltatgcc cagtacatga ccttatggga ctttcctact tggcagcaca 
tctacgtaitt agtcatcgct attaccatgg cgatgcggtt Ctggcagtac atcaatgggc 
gcggatagcg gtttgactca cggggatttc caagtctcca ccccattgac gtcaatggga 
gtttgttttg gcaccaaaat caacgggact ctccaaaatg tcgtaacaac tccgccccat 
cgacgcaa'at gggcggtagg cgtgtacggt gggaggtcta .ataagcaga gctctccggc 
taactagaga accLactgct tactggccta tcgaaactaa tacgactcac tatagggaga 
cccaagcttg gtajccggtgc g atg |ca ccc tg. atg ctg etc ctg =tg ttg 
I 1 5 10 

15! S III £S ir. ¥rl ^ 5S ?S S 111 Ill - p Si 

15 

?K iti ill t?. IK ss ?s s ;s 51 K 
s: mil ill I?. |2 Ill s p is s tti 



:45 



SK ixss s ss s: i?J s III £2 5S s 

60 I 65 

ga= aac^ggc gag tac a== gtg ga. gtg g=c gac aag ggc tac acc ctg 

Asp Asn Gly C-iu Tyr Thr Val Asp Val Ala as? i.ys <..j.y y 
7S 80 85 

tS.Sf E SK S IK 51 S - SI 51 SS 
SfS ill 51 K?. i 5- IK Sp 85 i - 

lio i2U 

* 4-i rrrrr- src ttc Qaq gag gcc acc gcg gag gcc tac 

Ifa^l?^ P^e KI Gly P^e ll^ llu Ila Thr Ala Olu Ala Tyx 

130 



125 



cgc tac. gcc gac gcc ctg aag aag gac aac ggc gag tac acc gtg gac 

-Atg-Tyr Ala- A^p- Ala -Leu-Ly| Lys ^Asp--Asn__Gly_Glu_;ayr_ TJ^ 



140- 



ill III 1% lit S ?S 5| i?5 51 

155 160 



120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 

540 

600 

660 

711 

759 
807 
855 
903 
951 

1047 
109S 
1143 
1191 
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?s S5 it IS s III St; ?a ?s ?r. si s ss 
ir. ^^si S5 If; 51 a? is is si i| 

190 



cc ale 



IK S; S i 151 15 IS S5 3^ S5 S5 IS 51 51 

205 I 210 215 

til III i ?E? ?S SI ?3 S B5 SI §S 

220- I 225 

:=.i-r- Ascr tic acc ggc sag trac aag acc ccc gag gag ccc aag gag 
lie SI P^e 111 i?y LyI 6lu Lys Thr Pro Glu GIu Pro Ly. GXu 
235 240 

as s ?K 51 r. s ;r. k is is si f g =s 

255 260 ^^-^ 

?£ St: SI lil 51 IS S IK IS ir. ?£ gl IK S5 

270 275 

21 K iti J2 s 51 K IS s; g ?s ?a CI 

285 

gtg gcc ga= akg ggc tac acc ccg ^ac ate aag ttc gcc ggc gcg gcc 

?al ila Asp Lys Gly Tyx Thr Leu Asn He Lys Phe Ala Giy Ala Ala 

300i 305 310 

„r« aaa caa ala etc atc tea gaa gag gat ctg aat ggg gcc gtc gac 

III 11^ Gin lln lie Ser Ilu GlU Asp Leu A.n Gly Ala Val Asp 

315 ; 320 325 

acs caa aac dac acc agc caa acc age age ccc tea gca tec age aac 

l?y Ill Ip- Thr sir Gin Thr Ser Ser Pro Ser Ala Ser Ser Asn 

i 340 -^^^ 

-sS IS K S feS 'pS ?2 £S s - 

350 

etc ttc tgc Jtc agt tgaggtgaca cgtctagagc tattctatag tgtcacctaa 
Leu Phe CyS ?he Ser 
: 365 



1239 



1287 



1335 



1383 



1431 



1479 



1527 



1575 



1623 



1671 



1719 



1767 



1822 



tcgccagcca 


tctgttgttt 


1882 


tcccactgtc 


ctttcctaat 


1942 


ttctattctg 


ggggSftgggg 


2002 


caggcatgct 


ggggatgcgg 


2062 


taatacggtt 


atccacagaa 


2122 


agcaaaaggc 


caggaaccgt 


2182 


cccctgacga 


gcatcacaaa 


2242 


tataaagata 


ccaggcgtct 


2302 
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141044/061 



8 

ccccctggaa gcJcccccgt gcgctctcct gttccgaccc tgccgcttac cggataccrg 
tccgcctttc tcccttcggg aagcgtggcg ctttctcata gctcacgctg caggtatctc 
agttcggtgt aggtcgttcg ctccaagctg ggctgtgtgc acgaaccccc cgttcagccc 
gaccgctgcg ccttatccgg taactatcgt cttgagtcca acccggtaag acacgactta 
tcgccactgg cagcagccac tggtaacagg attagcagag cgaggtatgt aggcggtgct 
acagagttct tgaagtggtg gcctaactac ggctacacta gaaggacagt atttggtatc 
tgcgctctgc tgiagccagt caccttcgga aaaagagtcg gtagcccttg atccggcaaa 
caaaccaccg ctigtagcgg tggtnttttG gtttgcaagc agcagattac gcgcagaaaa 
aaaggatctc aaiaagatcc tttgatcttt tctacggggt ccgacgctca gtggaacgaa 
aactcacgtt aalggatttt ggtcatgaga ttatcaaaaa ggatcttcac ctagatcctt 
ttaaattaaa aatgaagttt taaatcaatc taaagtatat atgagtaacc tgaggctatg 
gcagggcctg cdccccgac gttggctgcg agccctgggc cttcacccga acttgggggg 
tggggtgggg aaaaggaaga aacgcgggcg tattggcccc aatggggtct cggtggggta 
tcgacagagt gcUgccctg ggaccgaacc ccgcgtttat gaacaaacga cccaacaccg 
tgcgttttat tc igtccttt tattgccgtc atagcgcggg ctccttccgg tattgtctcc 
ttccgtgttt caUtagcct ccccctaggg tgggcgaaga actccagcat gagatccccg 
cgctggagga tctccagcc ggcgtcccgg aaaacgattc cgaagcccaa cccttcatag 
aaggcggcgg tg?aatcgaa atctcgtgat ggcaggttgg gcgtcgcttg gtcggtcatt 
tcgaacccca ga^tcccgct cagaagaact cgtcaagaag gcgatagaag gcgatgcgct 
gcgaatcggg aglggcgata ccgtaaagca cgaggaagcg gccagcccat tcgccgccaa 
gctcctcagc aatatcacgg gtagccaacg ctatgtcctg a.agcggtcc gccacaccca 
gccggcc^ca gtcgatgaat ccagaaaagc ggccattttc caccatgata ttcggcaagc 
aggcatcgcc atgggtcacg acgagatcct cgccgccggg catgctcgcc ttgagcctgg 
cgaacagttc ggctggcgcg agcccctgat gctcttgatc atcctgatcg acaagaccgg 
cttccatccg agtacgtgct cgctcgatgc gatgtttcgc ttggtggtcg aatgggcagg 
tagccggatc aagcgtatgc agccgccgca ttgcatcagc cacgatggat actttctcgg 
caggagdaag gjgagatgac aggagaccct gccccggcac ttcgcccaat agcagccagt 
cccttcdcgc t-cagtgaca acgtcgagca cagctgcgca aggaacgccc gtcgtggcca 
gccacgatag ccgcgctgcc tcgccttgca gttcattcag ggcaccggac aggtcggtct 
" tgacaaaaa'g a'a ccgggcgc ccctgcgctg-aczagccggaa-cacggcggca- tcagagcagc - 
cgattgtctg ttgtgcccag tcatagccga atagcctctc cacccaagcg gccggagaac 
ctgcgtgcaa tccatcttgt tcaatcatgc gaaacgatcc tcatcctgtc tcttgatcga 
tctttgcaaa accctaggcc tccaaaaaag cctcctcact acttctggaa tagctcagag 
gccgaggagg cggcctcggc ctctgcataa ataaaaaaaa ttagtcagcc atggggcgga 



2362 
2422 
2482 
2542 
2602 
2662 
2722 
2782 
2842 
2902 
2962 
3022 
3032 
3142 
3202 
3262 
3322 
3382 
3442 
3502 
3562 
3622 
3682 
3742 
3802 
3862 
3922 
3982 
4042 
-4102- 
4162 
4222 
4282 
4342 
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gaatgggcgg aaJtgggcgg agttaggggc gggatgggcg gagttagggg cgggactatg 
gttgctgact aaJtgagacg catgctttgc atacttctgc ctgctgggga gcctggggac 
tttccacacc tg^ttgctga ctaattgaga tgcatgcttt gcatacttct gcctgctggg 
gagcctgggg actittccaca ccctaactga cacacattcc acagctggtt xttcccgcct 
caggactctt cctjttttcaa taaatcaatc taaagtatat atgagtaaac ttggtctgac 
agttaccaat gcttaatcag tgaggcacct atctcagcga tctgtctatt tcgttcatcc 
atagttgcct gaJtccccgt cgtgtagata actacgatac gggagggctt accatctggc 
cccagtgctg caitgatacc gcgagaccca cgctcaccgg ctccagattt atcagcaata 
aaccagccag ccggaagggc cgagcgcaga agtggtcctg caactttatc cgcctccatc 
cagtctatta attgttgccg ggaagctaga gtaagtagct cgccagtcaa tagtttgcgc 
aacgttgttg cclctgctac aggcaccgtg gtgtcacgct cgtcgtttgg catggcttca 
ttcagctccg gtjcccaacg atcaaggcga gttacatgat cccccatgtt gtgcaaaaaa 
gcggttagct ccttcggtcc tccgatcgtC gtcagaagta agttggccgc agtgttatca 
ctcatggtta cgicagcact gcataattct cttactgtca tgccatccgt aagatgcttt 
cctgtgactg gtkgtactc aaccaagtca ttctgagaat agtgtatgcg gcgaccgagt 
tgctcttgcc cgicgtcaat acgggataat accgcgccac atagcagaac tttaaaagtg 
ctcatcattg gaiaacgttc tccggggcga aaactctcaa ggatcttacc gctgttgaga 
tccagttcga tgtaacccac tcgtgcaccc aactgatctt cagcatcttt tactttcacc 
agcgtttctg ggtgagcaaa aacaggaagg caaaatgccg caaaaaaggg aataagggcg 
acacggaaat gttgaatact catactcttc ctttttcaat attattgaag catttatcag 
ggttactgtc tcatgagcgg atacatattt gaatgtattt agaaaaataa acaaataggg 
gttccgcgca catttccccg aaaagtgcca cctgacgcgc cctgtagcgg cgcattaagc 
gcggcgggtg tgttggttac gcgcagcgtg accgctacac ttgccagcgc cctagcgccc 
gctcctttcg ctitctcccc ttcctttctc gccacgttcg ccggctttcc ccgtcaagct 
ctaaatcggg ggctcccttt agggttccga tttagtgctt tacggcacct cgaccccaaa 
aaactcg'att agggtgatgg ttcacgtagt gggccatcgc cctgatagac ggtttttcgc 
cctttgacgt tggagtccac gttcCttaat agtggactct tgttccaaac tggaacaaca 
ctcaacccta tc'tcggtcta ttctcttgat ttataaggga ttttgccgat tccggcctat 
tggttaaaaa atlagctgat ttaacaaaaa tttaacgcga attttaacaa aatattaacg 
cttacaattt ac 



<210> 4 
<21i> 3i67 
<212> PRT 
<213> kiunstliche Sec[aenz 



4402 
4462 
4522 
4582 
4642 
4702 
4762 
4822 
4982 
4942 
5002 
5062 
5122 
5182 
5242 
5302 
5362 
5422 
5482 
5542 
5602 
5662 
5722 
5782 
5842 
5902 
5962 
6022 
6032 
— 6094 
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<223> Beschreilbung der kOnstlichen Sequent-. AntiWrper-Bindeprotein 
<400> 4 

Met Ala pro Cys Met Leu Leu Leu Leu Leu Ala Ala Ala Leu Ala Pro 



Thr Gin Thr A^g Ala Gly Ala Gin Lys Glu Lys Thr pro Glu Glu Pro 

20 2t) 

Lys Glu Glu vJl Thr He Lys Ala Asn Leu He Tyr Ala Asp Gly Lys 
Thr Gla Thr Glu Phe Lys Gly-Thr Phe Glu Glu Ala Thr Ma Glu 
Ala ASP Ala Leu Lys Lys Asp Asn Gly Glu Tyr Thr 



Ala Tyr Arg 
65 



70 



75 



Val ASP Val Ala Asp Lys Gly Tyr Thr Leu Asa He Lys Phe Ala Gly 

85 90 
Lys Glu Lys Thr Pro Glu Glu Pro Lys Glu Glu Val Thr lie Lys Ala 



lOO 



Asn Leu' II. Tyr Ala Asp Gly Lys Thr Gin Tl.r Ala Glu Phe Lys Gly 

115 120 12S> 

Thr Phe, Glu Glu Ala Thr Ala Glu Ala Tyr Arg Tyr Ala Asp Ala Leu 

130' 135 
Lys Lys ASP Asn Gly Glu Tyr Thr Val Asp Val Ala Asp Lys Gly Tyr 



145 



150 



Thr Leu.Asn lie Lys Phe Ala Gly Lys Glu Lys Thr Pro Glu Glu Pro 



165 



170 



Lys Glu Glu val Thr He Lys Ala Asn Leu He Tyr Ala Asp Gly LyS 



Thr Gln= Thr 
195 



lao 

Ala- Glu Phe Lys Gly Thr ?he Glu Glu Ala Thr Ala Glu 



200 



205 



Ala Tyr- Arg Tyr Ala Asp 

210 I 215 



Ala ASP Ala Leu Lys Lys Asp Asn Gly Glu Tyr Thr 

220 



val Aso val 4^ ASP Lys Gly Tyr Thr Leu Asn He Lys Phe Ala Gly 
225 ' 230 235 

Lys Glu Lys Thr Pro Glu Glu Pro Lys Glu Glu Val Thr He Lys Ala 
: 245 250 

He Tyr Ala Asp Gly Lys Thr Gin Thr Ala Glu Phe Lys Gly 
-f"- 265 



Asn Leu' 



260 



Thr Phe Glu G^u Ala Thr Ala Glu Ala Tyr Arg Tyr Ala Asp Ala Leu 

280 — 



27 5- 



Lys Lys Asp aLh Gly Glu Tyr Thr val Asp Val Ala Asp Lys Gly Tyr 



290 



Ser 



Thr Leu Asn lile Lys Phe _ 
305 310 



295 

Ala Gly Ala Ala Ala Glu Gin Lys Leu lie 



Glu Glu ASP Leu Asn Gly Ala Val Asp Gly Gin Asn Asp Thr Ser 



325 



330 



1^046/061 
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1^047/061 



11 



Gin Thr 'S&r Ser Pro Ser Ala Ser Ser Asn He Ser Gly Gly He Fhe 
340 345 350. 

Leu Phe .Phe Val Ala Asn Ala He He His Leu Phe Cys Phe Ser 



'355 



^210> 5 • 
<211> 5729- 
<212> DKTA ^ 
<213> ktostliche Sequenz 



360 



365 



<220> 
<221> CDS 
<222> (682) 



(1431) 



<223> Beschreibung der ktostlichen Sequenz: AntikSrper-Bindeprotein 
<400> 5 ' 

gcgcgcgtcg acattgatta ttgactagtt attaatagta 
ttcatagccc atatatggag ttccgcgtta cataacttac 
gaccgccc^a cgacccccgc ccattgacgt caataatgac 



caatagggac tttccattga cgtcaatggg tggactattt 
cagtacatca agigtatcat atgccaagta cgccccctat 
ggcccgcccg gcittatgcc cagtacatga ccttatggga 
tctacgtatt aglcatcgct attaccatgg tgatgcggtt 
gtggatagcg gtitgactca cggggatttc caagcctcca 
gtttgtttcg gclccaaaat caacgggact ttccaaaatg 

tgacgcaaac gggcggcagg cgtgtacggt gggaggtcta 

I 

taactagaga acccactgct tactggccta tcgaaactaa 

cccaagcttg gticcggtgc g atg gca ccc tgc atg 
I Met Ala Fro Cys Met 

I 1 ^ 

gcg gcc: gcc ctg gcc ccg act cag ace cgc gcg 
Ala Ala Ala Leu Ala Pro Thr Gin Thr Arg Ala 
j 15 20 

gag gtg ate gat gcc age gag =tg acc ccc gcc 
Glu Val He Asp Ala Ser Glu Leu Thr Pro Ala 
30 35 

eta gtg! ate aac ggc aag acc ctg aag ggc gag 
Leu val. He Asn Gly Lys Thr Leu LyS Gly Glu 
. 45 50 

gtg gac, gcc gcc acc gcg gag aag gtg tCC aaa 
Val Asp^ Ala Ala Thr Ala Glu Lys Val Phe Lys 
60 65 

aac gggt gtc gac ggc gag tgg act tac gac gac 



Asn Gly. Val A 
75 



.3p Glv Glu Trp Thr Tyr Asp Asp 
80 85 



atcaattacg gggtcattag 60 

ggtaaatggc ccgcctggct 12 0 

gtatgttccc atagtaacgc 180 

acggtaaact geccacttgg 240 

tgacgtcaat gacggtaaat 300 

ctttcctact tggcagtaca 360 

ttggcagtac atcaatgggc 420 

ccccattgac gtcaatggga 480 

tcgtaacaac tccgccccat 540 

tataageaga gctctctggc 600 

tacgactcac taCagggaga 660 

ctg etc ctg ctg ttg 711 
Leu Leu Leu Leu Leu 
10 

ggg gcc caa aag ccc 7 59 

Gly Ala Gin Lys Pro 
25 

gtg acc acc tac aag 807 
Val Thr Thr Tyr Lys 
40 

acc acc acc gag gcc 855 

Thr Thr Thr Glu Ala 

55 

caa tac get aat ,gac_ - -903 - 

Gin Tyr Ala Asn Asp 

70 

gcc acc aag acc ttc 951 
Ala Thr Lys Thr Phe 
90 
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acc gtg -ace gag aag ccc gag gtg ate gat gcc 
Thr Val *Thr Giki Lys Fro Glu Val He Asp Ala 
95 100 

gcc gtg |acc acc tac aag eta gtg ate aac ggc 
Ala Val Thr Tnr Tyr Lys Leu Val He Asn Gly 
lllo 115 

gag acc .acc acc gag gcc gtg gac gcc gcc acc 
Glu Thr Thr Ttir Glu Ala Val Asp Ala Ala Thr 
"125 j 130 

aaa caa tac get aat gac aac ggg gtc gac ggc 
Lys Gin Tyr Ala Asn Asp Asn Gly Val Asp Gly 
140, 145 

gac gcc ' acc aag acc ttc acc gtg acc gag gcg 
As? Ala Thr h^s Thr Phe Thr Val Thr Glu Ala 
155 j 160 165 

etc ate tea gaa gag gat ctg aat ggg gcc gtc 
Leu He 3er GlM Glu Asp Leu Asn Gly Ala Val 

I 175 180 

I 

ate tea gaa gag gat ctg aat get gtg ggc cag 
He Ser Glu ciu Asp Leu Asn Ala Val Gly Gin 
190 195 

ate gtg. gtg cia cac tec ttg eec tct aag gtg 
He Val Val Pro His Ser Leu Pro Phe Lys Val 
205 210 

ate ctg gcc ctg gtg gtg etc ace ate ate tec 
He Leu Ala Leu Val Val Leu Thr He He Ser 



220- 



225 



atg ctt- tgg cag aag aag cca cgt teg teg gcc 
Het Leu Trp Gin LyS Lys Pro Arg Ser Ser Ala 
235 i 240 245 

tagagctatt ctatagtgtc acctaaatgc tagagctcgc 

ttctagttge cagceatetg ttgtttgccc ctcccccgtg 



tgccactcce ac'gtccttt cctaataaaa tgaggaaatt 
gtgtcat'tct attetggggg gtggggtggg gcaggacagc 
caatagekgg catgctgggg atgcggtggg ctetatggct 
tggcggtaat ac^gttatcc acagaatcag gggataaegc 
aaggccagca aaaggccagg aaccgtaaaa aggccgcgtt 
tccgcccccc tglacgagcat cacaaaaatc gaegctcaag 
caggactata aagataccag gcgtttcecc ctggaagctc 
cgaccct;gcc gcttaccgga tacctgtecg cctctetccc 
ctcatagetc acgctgtagg tatcteagtt eggtgtaggt 
gtgtgcacga accccccgtt cagcccgace gctgcgcctt 
agtccaaccc ggtaagacac gacttaccge cactggcagc 
gcagagegag gcatgtaggc ggtgetacag agttcttgaa 



age gag ctg acc eec 999 
Ser Glu Leu Thr Pro 
105 

aag acc ctg aag ggc 1047 
Lys Thr Leu Lys Gly 
120 

gcg gag aag gtg ttc 1095 
Ala Glu Lys Val Phe 
135 

gag tgg act tac gac 1143 

Glu Trp Thr Tyr Asp 

150 

gcc gca gaa caa aaa 1191 
Ala Ala Glu Gin Lys 
170 

gac gaa caa aaa etc 1239 
Asp Glu Gin Lys Leu 
185 

gac acg cag gag gtc 1287 
Asp Thr Gin Glu Val 
200 

gtg gtg ate tea gcc 133 5 

Val Val He Ser Ala 
215 

ctt ate ate etc ate 1383 

Leu He He Leu He 

230 

gat cga gaa Ccc ate 1431 
Asp Arg Glu Ser He 
250 

tgatcagcct cgactgtgcc 1491 
cettccttga ccctggaagg 1551 
gcatcgcatt gtccgagtag 1611 
aagggggagg attgggaaga 1671 
tctgaggcgg aaagaaccag 1731 
aggaaagaac atgtgagcaa 1791 
gctggcgttt ttccataggc 1851 
tcagaggtgg cgaaacccga 1911 
cctcgtgcgc tctcctgttc 1971 

ttcgggaagc^ gtggcgcttt 2031- 

cgttcgctcc aagctgggct 2091 
atccggtaae tatcgtcttg 2151 
agecactggt aacaggatta 2211 
gtggtggcct aactacggct 2271 
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acactagaag 
gagttggtag 
gcaagcagca 
cggggtctga 
caaaaaggac 
gtatatatga 
ctgggccttc 
ggccccaatg 
gtttatgaac 
cgcgggttcc 
cgaagaactc 
cgattccgaa 
ggttgggcgt 
aagaaggcga 
gaagcggtca 
gtcctgatag 
attttccacc 
gtcgggcatg 
ttgatcatcc 
tctcgcttgg 
atcagccatg 
cggcacctcg 
tgcgcaagga 
attcagggca 
ccggaac'acg 
cctctcc'acc 
cgatcct;cat 
ctcactactt 
aaaaaatitag 
tgggcggagt 
ttctgcctgc 
tgctttgcat 
cattccacag 
gtatatatga 



gat 
cgc 



gadagtattt 
ctcttgatcc 
tacgcgc 
tcagcgg 
ctdcacctag 
gtaacctgag 
acacgaactt 
gggcctcggt 
aaacgaccca 
ttecggtatt 
cagcatgaga 
gclcaacctt 
cgcttggtcg 
tagaaggcga 
gcccattcgc 
cggtccgcca 
atiratattcg 
ctcgccttga 

tgatcgacaa 

I 

tggtcgaatg 
atggatactt 
cccaatagca 

ac^cccgtcg 

I 

ccggacaggt 
gc^gcatcag 
caagcggccg 
cc|tgtctctt 
ctiggaatagc 
tcagccatgg 

tajggggcggg 

tggggagcct 
acttctgcct 
ctggttcttt 
gtlaaacttgg 



ggtatctgcg 
ggcaaacaaa 
agaaaaaaag 
aacgaaaact 
atccttttaa 
gctatggcag 
ggggggtggg 

ggggtatcga 
acaccgtgcg 
gtctccttcc 
tccccgcgct 
tcatagaagg 
gtcatttcga 
tgcgctgcga 
cgccaagctc 
cacccagccg 
gcaagcaggc 
gcctggcgaa 
gaccggcttc 
ggcaggtacc 
tctcggcagg 
gccagtccct 
tggccagcca 
cggtcttgac 
agcagccgat 
gagaacctgc 
gatcgatctt 
tcagaggccg 
ggcggagaat 
actatggttg 
ggggactttc 
gctggggagc 
ccgcctcagg 
tctgacagtt 
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ctctgctgaa 
ccaccgctgg 
gatctcaaga 
cacgttaagg 
attaaaaatg 
ggcctgccgc 

cagagtgcca 
ttttattctg 
gtgtttcagt 
ggaggatcat 
cggcggtgga 
accccagagt 
atcgggagcg 
ttcagcaata 
gccacagtcg 
atcgccacgg 
cagttcggct 
catccgagta 
cggatcaagc 
agcaaggCga 
tcccgcttca 
cgatagccgc 
aaaaagaacc 
tgtctgttgt 
gtgcaatcca 
tgcaaaagcc 
aggaggcggc 
gggcggaact 
ctgactaatt 
cacacctggt 
ctggggactt 
actcttcctt 
accaatgctc 



gccagttacc 


ttcggaaaaa 


2331 


tagcggtggt 


ttttttgctt 


2391 


agatcctttg 


atcttttcta 


2451 


gattttggtc 


atgagattat 


2511 


aagttttaaa 


tcaatctaaa 


2571 


cccgacgttg 


gctgcgagcc 


2631 


ggaagaaacg 


cgggcgtatt 


2691 


gccctgggac 


cgaaccccgc 


2751 


tctttctatt 


gccgtcatag 


2811 


tagcctcccc 


ctagggtggg 


2871 


ccagccggcg 


tcccggaaaa 


2931 


atcgaaacct 


cgtgatggca 


2991 


cccgctcaga 


agaactcgtc 


3051 


gcgataccgt 


aaagcacgag 


3111 


tcacgggtag 


ccaacgctat 


3171 


atgaatccag 


aaaagcggcc 


3231 


gtcacgacga 


gaccctcgcc 


3291 


ggcgcgagcc 


cctgatgctc 


3351 


cgtgctcgct 


cgatgcgatg 


3411 


gtatgcagcc 


gccgcattgc 


3471 


gatgacagga 


gatcctgccc 


5531 


gtgacaacgt 


cgagcacagc 


3591 


gctgcctcgt 


cttgcagttc 


3651 


gggcgcccct 


gcgctgacag 


3711 


gcccagtcat 


agccgaatag 


3771 


tcttgttcaa 


tcatgcgaaa 


3831 


taggcctcca 


aaaaagcctc 


3891 


ctcggcctct 


gcataaataa 


3951 


gggcggagtt 


aggggcggga 


4011 


gagatgcatg 


ctttgcatac ^ 


4071 


tgctgactaa 


ttgagatgca 


4131 


tccacaccct 


aactgacaca 


4191 


tttcaataaa 


ccaatctaaa 


4251 


aatcagtgag 


gcacctatct 


4311 
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cagcgatctg 
cgatacggga 
caccggctcc 
gtcctgcaac 
grtagttcgcc 
cacgctcgtc 
cacgatcccc 
gaagtaagtt 
ctgtcatgcc 
ffagaatagtg 
cgccacatag 
tctcaaggat 
gatcttcagc 
^Cgccgcaaa 
ttcaatatta 
gtatttagaa 
acgcgccctg 
ctacact,tgc 
cgttcgc'cgg 
gtgcttt'acg 
c:atcgcc'ctg 
gsctcttgtt 
sagggatJttt: 
^cgcgaattt 




tctattCcgt 



gggcttacca 

ag^tttatca 

tt|atccgcc 

agfetaatagt 

gtfetggtatg 

catgttgtgc 
I 

9-gccgcagtg 
atccgtaaga 

tatgcggcga 

cagaacttta 
cttaccgctg 
^tcttttact 
aaagggaata 
ttgaagcatt 
aa^taaacaa 
tagcggcgca 
caircgcccta 
ctttccccgt 
gckcctcgac 
at&gacggtc 
ccLaactgga 
gcbgatttcg 
taacaaaata 



tcatccatag 
tctggcccca 
gcaataaacc 
tccatccagt 
ttgcgcaacg 
gcttcattca 
saaaaagcgg 
ttatcactca 
tgcttttctg 
ccgagttgct 
aaagtgctca 
ttgagatcca 
ttcaccagcg 
agggcgacac 
tafccagggtt 
ataggggttc 
ttaagcgcgg 

gcgcccgctc 

caagctctaa 
CGcaaaaaac 

tttcgccctt 

acaacactca 
gcctattggt 
ttaacgctta 
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ttgcctgact 
gtgctgcaat 
agccagccgg 



ctattaattg 
ttgttgccat 
gctccggttc 
ttagctcctt 
tggttatggc 
tgactggtga 
cttgcccggc 
tcafctggaaa 
gttcgatgta 

tttctgggtg 

ggaaatgctg 
attgtctcat 
cgcgcacatt 
cgggtgtggt 

Ctttcgcttt 
atcgggggcc 
ttgattaggg 
tgacgttgga 
accctatctc 
taaaaaatga 
caatttac 



ccccgtcgtg 
gataccgcga 
aagggccgag 
ttgccgggaa 
tgctacaggc 
ccaacgatca 
cggtcctccg 
agcactgcat 
gtactcaacc 
gtcaatacgg 
acgttcttcg 
acccactcgt 
agcaaaaaca 
aatactcata 
gagcggatac 
tccccgaaaa 
ggttacgcgc 
cttccctccc 
ccctttaggg 
tgatggttca 
gtccacgttc 

ggtctattct 

gctgatttaa 



tagataacta 4371 
gacccacgct 4431 
cgcagaagtg 4451 

gctagagtaa 45S1 
^tcgtggtgfc 4gi;L 
aggcgagtta 4o7i 
^tcgctgtca 473^ 
aattctctta 473^ 
aagtcattct 4851 
gataataccg 4911 
gggcgaaaac 49 7^ 
gcacccaact 503^ 
ggaaggcaaa 5091 
ctcttccttt 5151 
atatttgaat 5211 
gtgccacctg 5571 
agcgcgaccg 5335^ 
tttcccgcca 539^ 
ttccgattta 5451 
cgtagtgggc 5511 
ttcaatagtg 557^ 
tttgatttat 5631 
caaaaattta $691 
5729 



<210> $ I 
<211> 2,'50 I 
<212> PRT I 

<213> k'unstlJche seguenz 

<223> Beschr Jil^ung der ktinstliche. 



5 Ala Ala Ala Leu Ala Pro 

Gin Thr A'rg Ala Gly Ala Gin r 

Ala Gin Lys ,ro Clu Val XI. A.p Ala Ser 

30 
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Glu Leu'Thr Pro Ala val 
35 I 



Leu xie Asn Gly 

«lu tys val pi Lys Gin 



60 



Ala Thr Aia 



„ "Vx Al, «^ 

35 



Glu Val He AcSt^ >i 

,"^^PAU --1U .eu .J. p., ,,,,,, 

Leu Val ue AinGlyLys Thr L.„ r 

, y ys T1,r Leu Lys Gly Glu Thr Thx Thr Glu Ala 



Lvs 



125 



™ - - 'f- - «. J.. v« ^ ^ 

Lsu Asn. Gly Ala Val Glu ri r 

-^P cm Gin Lys ... ser Glu Glu Asp Leu 

Asn Ala Val ri.r -^^^ 

- t - V.1 

jrj P,, 4, 

215 -^-^^ Ala Leu Val Val 

^ ^f^ - ne Xle Leu He «ec L.u 



Leu Trp Gin Lys Lys 

Pro Arg Ser s4r Ala Asp Arg 



245 



Glu Ser He 
250 
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VERTRAG UBER die lIsfTERNATIONALE ZUSAMWENARBETT AUF DEM 
EBIET DES PATEI^TWESENS 



AWender: Mil DER NTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNG BEAUFTRAGTE BEH6RDE 



An; 



SCHUBLER:, Andrea, 
Truderinger'Str. 246j 
D-81825, Munchen 
ALLEMAGNE 



Huber & SchuBler 
Patentanwalte 

2 6 APR. ZOfll 



Frist: 



PCT 



mitteilung'Ober die ubersendung 
des intcrimationalen vorlaufigen 
prufungsberichts 

(Regel7l.l POT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



25.04.2001 



Aklenzelchen des Anmeic 
K 2779 - sci/n\$\ 


larsoderAnwalts 


WJCHTOEMnTHLUNG 


Internationales,' Aktenzelc 
PCT/DEOO/00079 


len 


Internationales Anmaldgdatum (TagfMonatfJaht) 
1 1/01/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
.11/01/1999 


Anmeldsr 

DEUTSCHES KREE 


SFORSCHUNGSZENTRUM et al. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der international en vorlaufigen Prufung beauftragte BehSrde 
hiennit den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlaufigen PrOfungsbericht 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, uberm'tttelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Intemationalen BQro zur 
WeiterleiTUng an alle ausgewahtten Amter ubennrttelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale BOro eine Ubersetzung des Berlchts O'edoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfortigen und diesem Amt ubermitteln. 



ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab demiPrioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spSter) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale BQro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

I 

1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubermitteln, so mu6 diese 
Oberseizung aubh Obersetzungen aller Aniagen zum intemationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe desjAnmeiders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 

Weitere.Einzelhiiten zu den maBgebenden Frisian und Erfordemlssen der ausgevvahUen Amter sind^Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Pcistanschrifljdef mil dar Irrtemationaien PKifung 
beauftragten Behorde I 



Europaisches Patentamt 
-111 C^029a MflrKtien 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tic 523656 epmu d 
Fax +49 8912339 - 4465 



Bevollmachtigler Bedlensteter 
Buchler, S 

Tel. +49 89 2399-8090 




Formblatt PCT/IPEA/41 6 (JuU 1992) 
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VERTiRAG 



HUBER & SCHUESSLER PAT 



IPTL 



1^053/061 



LiBER DIWNTERNATIONALE ZUSAMMMRRBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 

pck 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzelchen des / 
K 2779 - sch/msl 



AnmeWers Oder Anwalts 



Internationales 'AWenzeichen 
PCT/DEOO/00079 



, siehe Mlttellung uber die Ubeisendung das mternailonalen 
WEITEBES VORGEHEN vort^ufigen PrOtimgsbericms (Fonnblatt PCT/ipEA/416) 



IntemattonaJes Anmeldedalilim(Tag/5WonaM/a^c) 
11/01/2000 



Priorltatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
11/01/1999 



Iritemationale PalenlWasifikation (IPK) oder nationals Kliissifllcallon und IPK 
C12N15/06 



Anmdder 

DEUTSCHES KRE^SFORSCHUNGSZENTRUM et aK 



1. DIeser intemationale vorlaufige Prafungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen PrQfung beauftragten 
Behordeierstellt und wird dem Anmelder gema(3 Artikel 36 Obermittelt. 

2. Dieser BtRICHT jmfafit insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H Aul3:erdem lleben dem Bericht ANLftGEN bei; dabei hanieU es sich urn Blatter mit Beschrelbungen, Anspruchen 
undioder Zei^nungen, die gaandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mrt vor dieser 
aehOrde vorgenommenen Berichtlgungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 dor Vehrt/altungsrichtlinien zum PCT). 

I 

Diese Aniagen umfassen insgasamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthah Angaben zu folgenden Punkten; 

\ S Gninilage des Berichts 

II □ Prioriat 

III □ Keine Er^lellung eines Gutachtens Qber Neuhelt, erfinderische Tatlgkelt und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde EInheitllchkeit der Erflndung 

V S Begrundete Festslellung nach Artikel 35<2) hlnsichtfich der Neuheit. der erflnderischen Tatigkert und der 
, gewerblichen Anwendbarkeit; Unteriagen und Erlklarungen zur StQtzung dieser Feststellung 

V( □ Best|mmte angefuhrte Unteriagen 

VII P Best&nmte Mangel der intemationalen Anmeldur?g 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Elnreichung Aes Anirags 



04/06/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Qelctiis 
25.04.2001 



Mama und Pdslansdirtft der mtt der IntemallonalBn vortauOgen 
Priifung beauhragtsn sAiorde: 

Europaiscties Patentamt 
0-B02dS Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx; 52365B epmu d 
Fax: +49 8^ 2399 -4465 



BevoHmSchtigter Bedlenstetar 



[Wimmer, G 



•Tel. Nr. +49 89 2399 7347 




Formblatt PCT/lPEA/409 kDeckblatt) (Januar 1994) 
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internationaler vorlaufiqer 
prOfungsbericht 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/00079 



I. Grundlage des Berichia 

1 Hinsichtllch der Beitandteile der intemationalen Anmeldung (Ersatzblatter,. die dem Anmeldeamt auf erne 
Aufforderu'ng nach\Arfikel 14 bin vorgeJegt wurden, gelten jrrn Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereichf und sihd ihm nicht beigefugl weii sie keine Anderungen enthalten (RegeJn 70. 16und70,l 7)t- 
Beschrefbung, Seiten: 



1-16 

PatentansiprOche, 

1-20 



urspmngllche Fassung 



Zeichnungen, Blatter 



Nr.: 



mit Telefax vom 



05/04/2001 



1/18-18/18 

Sequenzprotokoll 
1-15{SEQID NOs, 



ursprungliche Fassung 

In der Beschreibung, Seiten: 
, 1-6), in der ursprunglich eingerelchten Fassung. 



2. Hinsichtllch der Sprache: 
die intematicnale 
unter diesiem Punkt 



: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache. in der 

nmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofem 
nichts anderes angegeben Ist 



Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der intemationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regal 23.1 (b)D. 

□ die V'eroffentlichungssprache der intemationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fQr die Zwecke der intemationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regbl 55.2 und/oder 55.3). 



3. Hinsichtllch der in 



der intemationalen Anmeldung offenbahen Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 



Internationale vorlkufige Prufung auf der Gmndlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 



□ in der intemationalen Anmeldung in schriftllcher Fomri enthaJten ist. 

□ iusammen m'lt der intemationalen'Ahmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
H bei d'er Beholde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden 1st, 

H bei der Beh6ide nachtraglich in computerlesbarer Fomi eingereicht worden ist. 



Die Erklanjng, da(3 das nachtraglich eingereichte sctiriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offe^barungsgehalt der intemationalen Anmeldung im Anmeldezertpunkt hinausgeht. wurde vorgelegl 
Die ErklSrung, da6 die in computerlesbarer Form erfassten Infomiatlonen dem schriftlichen 



Fofmblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlll, Blatt 1) (Jull 1996) 
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SequenzprotoLoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
4. ALrfgrund der Andekingen sind folgende Untertagen fortgefallen: 



□ BescKreibung 

□ Ansprucha. 

□ Zeichriiungen, 

5. □ Dieser Bericht 
angegebenen 
eingereichten 



Seiten: 

Nr.: 

Blatt: 



ist ohne Berucksichtigurig (von einlgen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
Gmnden nach Auffassung der Behorde Gber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). . 

(AufErsatzbfim die solche Andemngen enmiten, Lt unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusStzliche Bemerkungen; 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlicii der Neuheit, der ^^^'^''^^'^^^^^^^ 
ge^erblicher^ Anwendbarkeil; Unterlagen and Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche i-15 

Nein: AnsprQche 16-20 

Ja: Anspruche 1-15 

Nein: AnsprQche 16-20 



Gewerbiiche Anwendbarkeit (GA) Ja: AnsprQche 1 -20 

Nein: Anspriiche ■ 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Feld 



if l-VIII, Blatt2)(Jufl199a) 
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Zu Punkt V 
Begriindete 
erfinderischen 
Erklaruntgen 



FeUstellung nach Art. 35(2) PCT hinsichtlich der Neuheit, der 
Tatigkeit und der gewerblichein Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Stutzung dieser Feststellung. 



zur 



1) Im AnschlJjB wird auf folgende Dokumentei Bezug genommen (die Reihenfolge 
deriDokumente entspricht der Reihenfolge=ihrer Auflistung im Intemationalen 
Recherchenbericht): 

D^: EP-A-0 028 902 (BIO RESPONSE INC) 20. Mai 1981 (1981-05-20) 
D2: WO 90 00625 A (MONOCLONETICS' INT ;WARRINGTON RICHARD E 
(US)) 25. Januar 1990 (1990-01-25) 



Neuheit unter Art. 33(2^ PCT, 

I 

2) Gegenstand des Anspruches 1 ist ein Verfahren zur Selektion von monoklonalen 
Antikorpern, wobei die Antikorper mittels eines Antikorper-Bindeproteins auf der 
Oberflacha der Hybridomzellen prasentiert werden, und wobei dlese 
Bindeprotfeine Ciber die Myelomzellen oder durch Expressionsvektoren in die 
Hybridomzellen eingebracht werden. 

Dokumente D1 und D2 beschreiben die Fusion von Myeloma- und B-Zellen zur 
Produktio 1 von Antikorpern, wobei erflndungsgemaBe Antikorper-Bindeproteine 
nicht venftiendet werden. Obwohl fur die Hybridomzellen von D1 und D2 die 
Expressidn der naturlichen "Antikorper-Bindeproteine" CD16 und CD32 zu 
enwarten ist. werden diese in den Methoden von D1 und D2 weder uber 
Expressidnsvektoren, noch uber die Myelomzellen eingebracht. sondem sind 
durch die naturliche Expression in B-Zelle'n vorhanden. 

Somit kann der Gegenstand von Ar^spnjch 1 als. neu anerkannt werden. 
Infolgedefesen sind auch die abhangigen Ansprviche 2-14 als neu anzusehen. 
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3) 



4) 



6) 



Ebenso sind solche Antikorper-Bindeproteine selbst, sowie dafur kodierende DNA 
im Stand derTechnik nicht beschrieben. Anspruch 15 ist som'rt neu. 

Jedoch ist der angestrebte Schutzbereich von Anspmch 16 nicht War 
beschriebkn. Das Merkmal "diirch eine od'er mehrere Aminosauren 
unterschiedliche Aminosauresequenz" la(3^ eine weite Interpretation zu, nachdem 
eine BesArankung dieser Variation, z.B. entsprechend jener der Beschreibung, 
im Anspruch nicht enthalten ist. Das miniraale Vorhandensein der in Anspmch 1 5 
geiiiannteji Domanen steilt keine eindeutige Beschrankung dieser Variationen dar, 
daidurch jegliche Variation innerhalb einer dieser Domanen das variante Protein 

nicht meh|r unter Anspruch 1 5 fiele. 

I 
I 

Entsprecljendes gilt auch fur Anspruch 17. Auch hier eriaubt die Formulierung 
■durch eir) oder mehrere Basenpaare unterscheidende DNA", ohne weitere 
Beschrankung, keine genaue Bestimmung des angestrebten Schutzbereiches. 
InfolgedeUen kann fur Anspruche 16 und 17 Neuheit nicht anerkannt werden. 



6) 



7) 



Neuheit 
Anspmch 



der 



Ansprijche 18-19 kann nur n^ch Wiederherstellung der Neuheit von 
17 anerkannt werden. 



Wie in Atlschnitt V.5 beschrieben, konnen die durch Anspruch 16 definierten 
Proteine nicht als neu anerkannt werden. jEntsprechend konnen auch Antikorper 
gOTiaB Anspmch 20, welche gegen solchb Proteine gerichtet sind, nicht als neu 
gdlten. , 

Welters ist zu bemerken, daf3 auch bei ausreichend kiarer Definition der Proteine 
von Anspruch 16 die Neuheit der Antikorper gegen solche Proteine fraglich ist, da 
auch bekannte Antikorper gegen z.B. das Maus-Ig-Kappa - Signalpeptid mit 
einem Fusionsprotein, welches eine solcHie Kette beinhaltet, binden wurden. 



Effinderische Tatlokeit unter Art. 33(3^ PCT. 



8) ' Herstellung vbn'Antikdrpem mittels Fusidnierung von Myeloma- und B-Zellen ist 
irn Stand derTechnik ausgiebig beschrieben. Daruber hinaus wird in Dokument 
D2 eine Methode zur Praselektion Antikolrper-produzierender B-Zellen durch 



Nutzung 



der Oberflachenprasentation def Antikorper enwahnt. 
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Das der vorliegenden Erfindung zugmndeliegende technische Problem bestand 
somit in eilier Modifikation der Oberflacherjiprasentation, die daruber hinaus die 
Selektion ^ewunschter AntikorperproduzierenderZellen nach der Fusionierung 

I 

emoglicht. 

Wahrend die Verwendung Antikorper-bindender Oberflachenproteine aus 
Dokument D2 abgeleitet werden konnte, ist jedoch auf kein spezifisches Protein 
fiirieine solche Anwendung hingewiesen. Insbesondere existiert im Stand der 
Technik kein Hinweis auf erfindungsgemalB konstruierte Proteine, welche durch 
Expression in Hybridomzellen deren spezifische Selektion erlauben. 

Somit karin ein erfinderischer Schritt fur Anspruche 1-19 anerkannt werden, 
soweit das Kriterium der Neuhert fur diesei Anspruche gilt bzw. wiederhergestellt 
werden kann. 
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10 



15 



20 



5. 



25 



30 7. 



Fatentsai3pr^SLche 



Verfahren zur Selektion von monoklonalen Antikorpern, um- 
f as send die Fusion von B-Lyinphozyten mit Myelomzellen zu 
Antikorper-produzierenden Hybi-idomzellen, wobei die Anti- 
korper auf der Zelloberflache :der Hybridoinsellen mittells 
eines Jntikarper-Bindeproteins iprasentiert werden, und dije 
Bindung der Antikerpcr an Antigene, wobei die AntikSrpeij- 
Bindepioteine liber die lyiyeloinzellen in die Hybridom2ell6|n 
Oder ijiier sie kodierende Expressionsvektoren in die Hybri- 
domzellen eingsfugt werden. 



2. Verfahren nach Ansprach Ir wobei das Antikorpar-Bindepro- 
tein ein Signalpeptid, elne vonj der Spezi£itat des Antikar- 
pers uiiabhangige Antlkorper-Bihdes telle imd einen Meiabra;- 
nanker uiaf aJSt . 

3- Verfahien nach Anspruch 2, wobei das AntikSrper-Biilda- 
protein ein Fc-Bindeprotein oder Teile davon umfaJlt. ; 



J I 



4, Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Antikorper-Bindepro- 
tein aine Kombination aus Fc-Bindeprot einen oder Teilen 
davon imfaSt. 



Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei das Fc-Bindeprotein 
CD16, CD32 Oder 0064 ist. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 2-5, wobei das Anti.- 
korper-Bindeprotein sine Antikdrper-Bindungsdomane der 
Proteine A, G, L oder LG umfajBt. 



tein 
K'appa 
e'iner 
und 



EiBPfanSsze 



Verf aht-en nach Anspruch 2 , ^ wobei. das AntikSrper-Bindepro;- 
eiine Kombination aus ded signalpeptid einer >Iaus-Igp 
■Kette Oder eines Haus-MHC-Klasse I k (k) -Molekuls., 
Antikorper-Bindestelle der Proteijie A, G, L oder 
der Transinembran-Domane von. PDGFR oder CD52 uiafaSt. 



it S.Apr. 15:0. 
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8, Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Antikdrper-Bindepra- 
tein jenes von Fig- 1/ Fig. 2 oder Fig. 3 ist. . 

9 . Verf aha^en nach einem der AnsprQche 1-8 , wobei die Hybxidom- 
zellen Ragl und/oder Rag2 (uber) exprimieren. 



10. Verfsiifen nac±i einem der Ansprllche 1-9/ wobei die Antigeiie 

I * ; 

von einer Antigen-Bibliothek stajtimen, j I 

I ' ' ' ' 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10/ wobei die Antigecie • 

an einen Trager gebunden sind. \ i 

■ J ^ 

12 . Verf ahten nach Anspruch 11 , wobei der Trager Hagnetobeads j 



uiofafit! 
I 



I ! 



Verfaii]:en nach einem der Anspruche 1-10, wobei die Antigei^Q 
eine Fluoreszenz- odar Biotiniaarkienmg uiTifassen, ; 



14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Fluoreszenzmarkierudg 
FiTC, ^?RITC, Cy3, Cy5, Cy5-5, Cy7 und Phycoerythrin umfaJStj. 

15- Antik3;:per-Bindeprotein, wobei =das Antikorper-Bindeproteijn 
eine Kombination aus dem signalpeptid einer Maus-Ig-Kappaj- 
Kette bder eines Maus-MHC-Klasse I k(k) -Molekiils, einer 
Antiktirper-Bindestelle der Proteine A, L oder LG und dqr 
a?ransinknibran-Doinana von PDGFR oder CDS 2 limfaSt. 



2 bzw. 



16. Antikorpsr-Bindeprotein nach Anspruch 15 ^ wobei das Antij- 
kCurper-Bindeprocein die Aitiinosaureseguenz von Fig. 1, Figj, 



! I 



Fig. 3 Oder eine hiervon durch ein Oder mehreije 
Aminoskuren unterschiedliche Aminos auresequenz umfa£t. | 



17. DNA, kodierend fur das^.Antikarper-Bindeprotein nach 
spruch 



EmPfangsze 



IS t umfassend: 

(:a) djie DMA eines Antikorper-Bindeproteins der Figuren 1 
bzw. 3, eine sich hiervon durch ein oder mehret 
slasenpaare unterscheidende dnA, oder 
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(b) eilne mit der DNA von (a) -Qber den degeneriarten Cocje 



verwandte DNA. 



I I 



5 18, ibipressionsvektor, kodieread f-Qr die DNA nactL Aasprvich 17 . i 



19. Zellen, 



20. AntikS: 



enthaltend den Express ions vekt or nach Anspruch 1 



10 



er, gerichtet' gegen das Antikorper-BindepirDteia | 



nach Anspruch 16. 



I 
I 
I 



I 

I 

I 

! 



EiDPfanssze 



I 



t 5. Apr- 15:0a 
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VERTRAG U 
AU 



An 



1^1 



DIE IMTERNATIONALE ZUSAM 
EM GEBIET DES PATENTWESEN 



RBEIT 



Absenden INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



HUBER & SCHGSSLER 
z.H. HUBER, Berjnard 
Truderinger Str. 246 
D-81825 Muncher 



Aktenzeichen des Anmeldafs Oder Anwahs 

K 2779 - hu/ms" 



Intefnationales' Aktenzeichen 
PCT/DE 00/00079 



PCT 



MITTEILUNG 06ER DIE OBEflMrnXUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERIChfTS 
ODER DER ERKLAfiUNG 



(Regel 44.1 PCT) 



(T ag/Monat/Jahr) 



29/05/2000 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Punkte 1 und 4 unten 



Ifrtematlonales Anmetdedatum 
frag/Mofmt/Janr) 11/01/2000 



Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al . 



lYI Dem Anmelder wird mitgatollt, da(3 der intsmationaie Rechercheriierichl erstellt wurda und ihm hiennit ubermittett wird. 
Elnr^churtg vJn Andemngen und ©ln©r Ertdarung nach ArMkel 1 9: 

Def Anmeldef kknn auf eigenen Wunsch die Anspriiche der irrtemationalen Anmoldung andem (slehe Regel 46): 



Bis wann sind 



Andemngen dnzurelchen? 



Die Frist zLr Einreichung solcher Andemngen beiragt ubiicherwelse zwei Monate ab der Obermitilung dea 
Intematiortalen RQcherchenberichte; woitere Einzelhehen sind den Anmertcunggn auf dem BelWan zu entnehmea 

WO dind Andei;ungen einzurelchan'? 

Unmittelbflr belm Intemationalen BOro dar WlPO, 34, CHEMIN des Colombsnes, CH-121 1 Genf 20, 

Telefajmr.: (41-22) 740.14.35 
f^here HInWGlBO sind den Anmerkunggn auf dem'Beibl^ zu entnehmen. 

2. n Anmelder [Wird mitgetelli, daB kein intemaHonaler Rechen=henb9ficht eretdit wri und daB ihm hiermit die Eri^lanjng nach 
Aftlk9l17(2)a)ubemiitteftwird. 

a r~] HInsIchtllch die WIderspruchs gegen die Entrichtung einer zusaizlichen Gebuhr (zusatzlichef Gebuhren) nach Regel 40^ wird 
' — ' dem Anmelder WiHgeteilt daB 



□ 
□ 



der WidQfBpojc^ und die EntschQidung hiefOber zusammen mil aelnem Antrag auf Obermitilung des Worilauts sowohl des 
Widsfspfuchs al5 auch der EnlschGidung hieniiber an die Bestimmungsamter dem Intemationalen Buro Cibermitieft worden 
sind. I 

noch keine Entscheidung iiber dsn Widerspnjch vorliegi; der Anmelder wird benacbrichtigi, sobaJd eine Enischeidung 
getroffen wurde. 

4. Welteres Vorgehenl Der Anmelder wird auf folggndes aufmedcsam gemacht 

Kurz nach Ablauf von IB Monaten seft dem Prioriiatsdatum wird die Internationale Anmeldung vom InlemationaJen Buro verofferfc 
llcht Wni der Anmelder die Verdffendichung veitiindem Oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so mu3 gemaB Regel 90 .1 
bzw. 9Cn3 vor Abs***"^ technischen Vorbereitungen fur die iniemattonale VerflffenUichung eine Erklamng ubef die Zurucknah- 
me der intemationalen Anmeldung oder dee Prioritaisanspnjchs beim Intemationalen Buroieingehen. 

Innerhalb von 19 Moliaten seit dem Prioritatsdatum is! ein Antrag auf ImemaBonale vorlautige Pnjfunaeinzureichen, wenn der 
Anmelder den Einirhi In de natronale Phase bis zu 30 Monaten seil dem PrioritSisdat^ 
verschleben mochtei 

Innarhaib von 20 Molnaton seii dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Elntrin in die nationale Phase vorgeschrlebenen 
Handlungen vor alien Besiimmungsamtern vomehmen, die nichi Innertialb von 1 9 Monaten seft dem Pnontatsdatum In der 
Anmeldung odor einfer nachtraglichen Auswahlertdamng ausgewahtt warden Oder nicht ausgewahti werden konnten, da fur aie 
Kapitel 1 1 des Verirages nicht veittndlich 1st. 



Name und Postanschrifn der IntsmatJonalen Recherchenbehorde 
Eurcpaischk Patenlamt, P.B. 5818 Patendaan 2 
NL-2260HyRliswiik 
S/jf Tel. (+31 -7p) 340-2040. Tx 31 651 epo nl, 
Fax:(+31-|0) 340-3016 



Bevollmachtigter Bedlensteter 

Nina Vercio 



Fonnblati PCT/lSA/220 (iu!l 1998) 



(Siehe An/nerkungen aufBeibl&tt) 
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Oiesa AnmerKungen aolJn gomdlagende Hinwelae iur Einreichung von Andeaingen flemaB Aftikel 19 geben. Dieaen Anmertongen 
\tegen die Erfordemisae deft Vertraga flberde intemational© Zusammenafbea auf dem GeWet das PatentweBare (PCT), der AuafDhmngs- 
ordhung und der V«rwaHilng8fichllinien zu dieaem Vertrog zugoindfi, 6ei Atw&ichungen zwtachen diesan Anrnefkungen und 
obengonarviteo Terfen ftind lotzt«re maBgebend. NIhere Einzefheitep sind dom PCT-LeWadBn for Anmelcier, einor VerftrTenlfichung der 
WlPO, 2U enlnehrnen. ... - « • 

Die n rfOTon Anmefkung^n vefwendeton Begriffo 'Artiker, 'RogeT und 'Abachnilf beziehan ajch fOnvoiU auf tfe Befllimmungen dea 
PCT.Vartrags, dar PCT-Awfahfungwrdnung be^. der PCT-Verwaftungsrichtfinien. 

H(NWEISE ZU AnDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach Ertialt dea irttematianalen R«ch©rch«nt?enchlB hat der Anmeldar db Mflglichkeit, wnmal die Ansfrteha derintemationalafi 
Anmeldung zu flndem. Eb iet jedoch zu betonen. daO, da Tsile der inlemalionaten Anmeidung (AnaprOche, BsBChroibung und 
Zdichnuraen) wAhrand dU intomalionalen variflijfigon PrOfungwarfahrana geindert warden kftnnen, normal ofwaise kein« Nctw©n<Sgk«t 
beaUht, Andemngen der|Anspriiche nach Artflcd 19 eirvzuraichen, auBef wann dar Anmelder z.B. turn Zwecka ainea voriaufigen 
Schutzas die Vertffantlichiing dieaar Anapmcha »v0n8ehl oder ein andemr Goind fflr aine Andorufig der AnaprOche vor ihror mlemationa- 
len VarafferTtlichuofl voriiigt. Waitarhin iat zu beachton. dafi «in voriaufigor Sehutz nur in ainigen Staa*an ertialtiich mL 



Welche Telle der IntemkJonalen Anmeldung Konnen ga^ndert wenten? 

Im Rahman von Aijlikal 19 kdnnon nur die AnaprOche ga4nd«f^ werden. 

In <^r intemalionalen Phase k6nn«n die Araprache auch nac*i Artikel 34 vor der mi der inlemalionalen voriaufigen ppQfung beauf- 
Iragten Bahfipde ga4ndert (orfer nochmftb ge^dait) werdan. Die Bedchreibung und cfie Zeichnungen kflreion nur nach Arlikel 34 
vor der mit der mi^ationaJan vorlAufigen PrOFung baauflragten Behdrdo geflnded warden. 

Bakn EinlritI in (felnationale Phase kOnnen aHo Tail© der infernationalen Anmddung nach Artika» 28 oder gegebenanfalls Artikal 
4-1 geAndad wenden. 



aia wann slnd Andarunlgen elnzureichen7 

tnnerhaib wtan zwai Monalen ab der Obannitthjng dea Intern attonalen RecherehenbericWB oder innwhalb von oaehzohn Monaten sb 
dam Prioritaiadatutn, je nachdam. walcho Frist apAler ablfiuft. Oie Andenjngen gaKan jedoch afa racWzeitig eingoraicW, wenn ale 
dem Intamatwnaien BOro nach AWauf der maBgebendefi Frbt, ober noch vor AbachluB dertechniachen Vorbereitungen fQr do 
intemalionaie Ver^ffentliehung (Hegel 46.1) zugehan. 



Wa Bind die Aftdanjngan nlchl elntur«ielMn7 

Die Andamngen kLtnen nur beim Irtemationalen BOro, nicW aber beim AnmoWeamt oder def Intamationalen Rechereiianbehanio 
etngerakht warden (Regel 46.2). 

Fall* ain Antrag ai f inlemabonflle voriftufige Prilfung atngereicht wurdeAmrd. Hisho unton. 

In welcher Form kAnnen Andenjngen erf olgen? 

Eino Andarung kann ertolgen durch Streiohung oines odar mehrerer ganzor AnaprOche.. durch HinzirfOgung einea oder mehrerer 
neuer Axwprtohe oder durch Andan»ig dea Wortlauta ainea oder mehrerer Anaprtche in der eingereichlen Fasaung. 

Far jadea Ar»f»\iejhablatt, daa aich aufgoind einer oder mohrarar Andenjngan von dem uraprOnglich eingafBichlon Qlstt 
untorvchetdat. iat ain Eraatzblatt einzuroiohen. 

Alle AfiapriJche, db auf einem Craatzblatt erachoinen, aind mH arabischen Zlffem zu numeriopen. Wird ein Anflpfuch gestrichen, so 
brauchen, die aniren Ansprtlcho nioht neu numariarl zu warden. Im Fall ofner Neunumerienjng amd die AnaprOche teftlaulend zu 
numerieran (Varwliltungarichtljnien, Abachnitl 205 b)). 

Die Indetungert !alnd In dar Sprache abzufBssen, In der dldntematlanale Anmeldung yertflefnlicht wird, 

Walcha Untertagen olnd den Anderungan belzufOgon? 
BegleftachrvfbaJ (Abachnttt 205 b}): 
Die Anderungan und mit einem Begleitschreibon einzureichan. 

Daa Bogleibchreiben wifd nichl zuaammen mrt der intemalionalen AnmeWung und den godnderten Anapruchen vordffantticht. E» 
i»| nichtzu yerwechaein mit der "EiMarung nach Ar<ikol19<1)^(ateho unrton,^'^ - 

Das QepgfetUchrJlban lit nach Wahl dea Anrtieldera In onglUcher odor frwzflalacher Spracfie abnitaasen. 6*1 engllachapra- 
chlgan.lnlematlelnalen Anmeldungan latdas BegletUchralbon aberabenfalls In eogJIachor, bel frwiz6alach*prachlg*i Intar^ 
natlonalen Anmeldungen In franzdalicher Sprache abzutaasen. 



I- — , 

Anmofkungen zu FonnblaSt PCT/lSA/220 (flian 1 ) (Januar 1994) 
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA«0 (Fortsotzung) 



im B«9!e-.tachrBiten sind die Unternchiede dan AnsprQch^n in dar «ngereichlen ^^^Jf « 

anzu^ban. So iat jnsbc3onder« ru Jodem Anapnjch in der intemotiopaten Anmcldung flTuugoban (gJetchlauterute Angaben zu 
verachiedenen Anapnichan kSnnen (tusammengafaBt ^erden), ob 

i) der Ampntch unverSndert rst; 

n) cfar Anspruch geslrichen wofden iat; 

nj) der Ansprvch nau tak; 

iv) <ter -\nspnjch ©inen odef mohrare AnspnOoha in tier elnfl«r©ichten Fawung eraetzt; 
" ' V) der Anapnjch ouf di« Teilurtfl eines Anaprucba in der eirtgereidrten Fasaun^ zurdctaufflhren iat. 



Itn folgendon aind Balsplele angeg-Mo, wie Andmngon Im Bogi«ft«firdb«i zu artdulam aind: 

1. (W©nn anateli von urapningnoh 48 AraprOchen nach dar Andewng einigar Anapnjch a 51 AnaprOche ^^^^^ Ar«nriirf« 
•Die AnapiOcho 1 bis 29. 31. 32. 34, 35. 37 bia 46 worden durch gcandarta AnsprOch© glaichar Nunwnenjnfl erselrt. AnaprOche 
30, 33 und 35 unvarandert; rwua Anflprteho 49 bis Si hinzugefOgt" 

2. (Wertn artatalll von urapfQr^glich 1 5 AneprOchen nach dor Andarung alter AnaprOch© 1 1 Artspaicha awtierenl: 
'GaSffJerte AiiapTQche 1 bia 11 Iretan an die Stella dar Anapmcha 1 bis IS." 

a. [Wenn ureprtiriflnch 1 4 Ansprilcha awatiarten und die Andervngan darin besteher*. dafi einiga AnsprOcho geBtnchon warden und 

SZSr?t S'u^'JlrS AnsprOcha 7 bia 1 3 gastnchan; r,aua Anapr^cha 1 5, 16 und 1 7 hinzugafOgL-Odar- An- 
aprtlcha 7 bia |l3 geatrichan; neue AnaprOche tS, 16 und 17 hinzugofOflt; aJIs Obrigon Ansprilche unvorandart. 

4. fWannvorschiadana AftanvonAncterungondurehgafflhrtwendBn]. , k «.x*w<«rton An 

•An^prQcha I-'IO unverftnden: AnapriJcha 1 1 bia 13. 18 und 19 geslnchan; Anapnlcha 1*. 15 und 1© durch geindeitanAn- 
6pru5% 1 4 Bmilzt; Anspruch 1 7 in gaindefte AnaprtJcha 1 5. 1 6 und 17 untartelll; neuo Anspiilcha 20 and 21 hmzugeWgL 

-EridSning nach AillM 19(1)* (n<4«' ^^-^ 

Dan Andarungen kann ©ina ErWflning baigafiSgl wenlan, mil der da Andomngan eriflutert und ihre Atttwirkiingan aut die 
Baschreibung und die Zaidirumgen dargategt warden (dia nichl naeh Artikel 19(1) geftndert •rerden MnnanJ. 

Die Erklanjng wird zuBaimnen mit der intern ationalan Anmeldung und don gaSndarten AnaptOchen varOffenttbht. 
Sla l»l In der Spncha abtutaaaan, In der dIa InlatnatlonaJan Aftindduiig vnraffantilchl wIrd. 

Sie muB kurz gahaJten Bain und dai*. wenn in ^ngliachar Sprache abgelaSt odor ina Engliache Oboraetzl, nicW metir ala SOO 
Wortar umroaaon 

Die EfWSmng rat nichl zu werwachsein mit dem Baglaitachraiben, dan auf die UnterachiadB zwischan don AnaprOchanJn dar 
eingemichlan Faaaung und den gaindertan Anspmehan hinwaiat, und erselzt letzterw nicm. Sie el auf ^jl?"f??^"?^ 
einzureichan undlin der QberaxArifl ala sdcha zu tonnzeichnan, vorzugaweisa mit den Wortan ErWfimng nadi Artikel 19 p) - 

Die ErWaning dailkaina herat»atzanden AuRerungan Qbarden Intarnationalan f^^'^^onband^^ 

Baricht angetDhrten VerfltfentlichufiQan anthartan. Sie darf auf im intemalionalen Recharcherjtwncht angefOhrto VertffertDchun- 
gan, die aich auf ainan bastimmtan Anapruch t?eziehan. nur im Zuaammanhang mrt «ner Andanjng daaas Anspaicha Bezug 
nahmen. 

AuswIrKungan ainaa beretta geslalUan Aniraga auf Intamanon^evortftuflgePrltfung 

(at rum Zaitpunwider einraichung von Andeningan nach Artikel 19 beraib ein Ant/ag auf intamfljionala voriaufiga F^^lfung 
gastant wordan, aa aollta dar Anmelder in aeinem Intareaaa glaichzeitig mit der Einreichting dar Andaningon baim Inteniabon aien 
Bflro auch aine kopie dar Andarungen bai dor mit dar intematicnalen voHaufigan FWfung baauftragen Behdrde ainreiohen (aieha 
Regal 62.2 a), ersLar Satz). 

Auswlrtcungan von Aftdarungen WnalchtUch der Obe««trung deiinlamaUonalen AnmaWung bolm eintrttt In dIa 
natlonala Phase 

Der Anmelder wird darauf hingawieaen. dafl b©i Eintrill in die nalionale Phaae m6gliohafweiae analott odar zuailzlich zu dar Ubof- 
aatzung der Arofifuche in dar oingaraichlan Faasung aine Ober^tzung der nooh Artikel 19 goAnderten AnaprOche an c»o 
bealimmten/ausfiidwahftan Amtor zu Obarmitteln tsl. 

NAhare Einzetheilen Qbar.die Erfcjrdamiaao Jades bealimmton/auage wJhHen Amla aind Band 11_dBa PCT^.eilfadeno fOr Anmaidor 
Zu errtnshmeo. 
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VERTRAG U 
A 



DIE INTERNATIONALE ZUSAM ^ 
EM GEBIET DES PATENTWESEN 



=N^ 



RBEIT 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBEfllCHT 

(Artikel 10 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzsichen dss Anmel 

K 2779 - hu/msl 


Sere oaef Anwalis 


t»prrcpre siehe Mrttellung Ober die Ubermittlung des intematFonalen 
vTti , i^nco RecherchenbGftetTts (f omiblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VOHGEHEN nitreffend, na(;h3tehender Punkt 5 


Internationales Aktenzefcjhen 

PCT/DE 00/0007? 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

11/01/2000 


(Fruhestss) Prioritatsdatuni (Tag/Uonat/Jaht) 

11/01/1999 


Anmelder 

DEUTSCHES KREB! 


IFORSCHUNGSZENTRUM et al . 



I 



Dieser intemationalg Reeherehenberlcht wurde von der Intemationalen Rocherchenbehirdo grstellt und wird dsm AnmeWer gemSfl 
Artikel 18 iibgrmliiQlL Eine Kopie wird dem Inismationalen 6uro ibemnfttelL 



I 

Flechi 



Dieser inlernatlonaJe Recherehenbeflchl umfaBt Insgesamt 2 

Daruber hinaus liegt ihm jeweils eins Kopie der in diesem Berlcht genannten Unigriagen zum Stand der Technik bei. 



I 



1. Grundlage des Berichts 

a, Hlnsichtlich def Sprache ist die intemationale Recherche avf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprache 
dufchgefOhrt vJorden, in der sie eingereicht wurde, sofem unier diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

rn Die imimationale Recherche ist auf der Grundlage einer bel der Behorde eingereichten Obersetzung der intemationalen 
Anmelclung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hlnslchdlch del in der intemationalen Anmeldung offenbartsn NucleoUd- und/oder AmlnosSurasoquenz ist die intemationale 
Recherche auflder Grundlage dea Sequenzprolokolls durchgefuhrt worden, das 

P] in der intemalionalen Anmeldung in Schritlichsr Form enthaften 1st 

zusammen mtt der intemationalen Anmeldung in eomputeriesbarer Form eingereicht worden ist 



□ 

m 



bei der] Behfirde nachiragEch in schriftlicher Form eingereicht worden ist 
bel der' Behorde nachtr&glich in eomputeriesbarer Form eingereicht worden ist 

Die ErHamng, daB das nachlriglich elngereichie sehriftliche Sequenzproiokoll nicht iiber den Offenbamngsgehali der 
intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht wurde vorgelegt 

Die £rkl§rung. daB die in eomputeriesbarer Form erfaSten Information&n dem schrtftlichen Sequenzproiokoll errtsprechen, 
wurde jVorgelegt. 



2. Q BestliTimte An&prilche haben sich ate nIcht recherchlerbar erwleacn (aiehe Feld 1). 
a Q Mangilnde ElnheralchkBft der Erllndung (siehe Fe*d II). 



4. HInsichtnchder 
|T] winJ 
I I wurde 



der 



Bezelchnung der Erflndund 

vom Anmelder eingereichts Wonlaut genetimigt, 
der Wortlaut von der Behorde wie folgl festgesetzt 



5. Hinsichtitch der ZusammenTassung - - — - - 

pyl wird der vom Anmelder eingereichie Wortiaui genehmigt. 

^ wuTdeider Wortlaoi nach Hegel 3a.2b) in der in Feld til angegebenen Fassung von der Behorde festgeselrt, Der 
rn * Anmelder kann der Behorde innerhatt) einea Monats nach dem Oahjm der Absendung dieses intemationaJen 
Recherehenherichts eIne Stellungnahme vorlegen. 



Folgende AbbOdung der Zelchnungen ist mlt der Zusammenfassung zu veroffentiichert Abb. Nr. 

wie vom Anmelder vorgeschlagen [?] 
|~| weil dir Anmelder setbsi keine Abbfldung vorgeschlagen hat 
I I ' weil die$e Abbildung die Erfindung beaser kennzeichnet 



keine der Abb. 
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INTEflNATlONALER 



A. KLASSIF1Z1ERUNG DES 

IPK 7 C12N15/( 
C12N5/10 



B. RECHEflCHIERTE GEBIETE 



ERCHENBERICHT 



Intermi 

PCT/I 



it^^MVfctcnzcleti«n 



Sr^^'^Wi^^^'cOlKWOO C12N15/62 C12N15/79 
C07K16/18 



Nach dcf fntemationalen PatanlWassifllcaUon ((PK) oder nach def naTionalcn KlasslflkatlDn und def IPK 



RecnerchioTter MindcstpfOUtiitf (Wassifikaliofissyslefn und Wassifikationssymbde ) 

IPK 7 C12N 



Rectwrcniene aber nicht zum' MindestprilfBtoff gehdrcnde VeroffentJichungcn. s«weh dleae unter die rechercNerten Geblete faflen 



Wahrend der tntemationalen HcChertJie kcnsuHiefte dckuonlsche Datenbank (Name der Daienbank und evfl. wiwcndeie Suchbegrille) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHKHg UKTERLAGEN 



Kategoria" Bezdchnung dLr VsroffenUichung, aoweit ©rfordcilicfi mt&r Angabe dcr in Belrachl kommcmlen Tefle 



EP 0 028 902 A (BIO RESPONSE INC) 
20. n^l 1981 (1931-05-20) 
Seite !5, Zeile 7 -Seite 6, Zeile 29 
Se1te|8, Zeile 10 -Seite 10, Zeile 13 
AnsprQche 

WO 90 00625 A (MONOCLONETICS INT 
; WARRINGTON RICHARD E (US)) 
25, Januar 1990 (1990-01-25) 
Seite |5, Zeile 6 -Seite 6, Zeile 2 
Anspruche 



UO 97 



Seite 
Seite 



08186 A (INVITROGEN CORP) 



6. Marz 1997 (1997-03-06) 



13, Zeile 15 -Seite 14, Zeile 10 
15, Zeile 9 -Seite 16, Zeile 10 



Anspruche 1,20.30 



□ 



" Bcsondere Kategorien vori 



Betr. Anepruch Ni: 



1-20 



1-20 



1-20 



Weitere Veroffenffictungen sJnd der Fortsc&ung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Sieh$ Anhang PatentlamiBe 



I angegebenen Veroflentlichungan 
•A' Verotfentlichung, de dan allgemcinen Stand der Technl< definlert. 
fiber rvcKt als besonders bedeutsam an^^ehen ist 
aJleres DokumerU, daa jedoch erst am Oder nach dem inlemallonaJen 
Anmddodatum ver6ffentllcht worden isT 
V VeroJfentlichung.dlegejeignelfet dnen Prioritalsanspwch zweif«Ihaft or- 
scbetnen zu taseen, ocicr durch die das Varolfcrtltenungsdatifn cincf 
andercn tm Recnerchenberictit genannten Veroffenaichuog belegt werdon 
soil Oder die aus einem andoren besonderen Gnjnd angegeben iat (wio 
ausgsluhrt) I 
•O* Vcroffentilchung. die sich auf eine mOndliche Gflcnbaamg. 

eine Benutrung. einc ^^usatellung oderandere Maflnahmen bczieht 
'P' Ver6ttenUJchung,dlevprdcminteinailonalen Anmoldcdatum, abor nach 
d«n beanspnjchtgn PrioitiStsdaliim varoffqntttchi worden igt 



T" Spalere Ver^entlichung, cfie nach dem inlctnationalen Anmeldedatiim 
Oder dam PrioHtStsdalLim vcraflendichl woiden IsJ und mil der 
Anmddung nichl koPidiert, sondem nur sjm Verartandnis des 
Erfindung zugnindellegenden Prfnilps oder der ihf zugfundeliegenden 
Theorie anjegeben ist 

"X' Veroffenlllcbung von besooderer Bedeoiung; die heansprvJcJlte Eifindung 
kann allein aufgiund dieser VcfWfendichung nichl als neu odcr aur 
erfindeiischef TaSgkeit berthend betrachlat wefden 

'V Veroffendichung von besondertr Qedeuiuig: die bcanspiuchia Erfindung 
kann nittrt als auf erfindftrischerTaiiriceit beaihend betrachiet 
weitlen. wenn die VerBffsnllichung niSt einsr oder mehreren andciw 
VeroffenUichungen disaer Kategorie in Vcrbindung gebracht Wfd und 
diesa Verbtndung fOr einen Fachmann nahe&egend 1st 
Veroflendichung. do I^Stgllod dersclben Palentfamine ist 



Daium dcs AbsehtLifises der inlemabonalen Recheiche 



22. Hai 2000 



Name und Poeianschrih dorlnlcmationalen Hecherchcnbebifde 
Europaiscfles Palentaml P.B. 5618 Paimllaan 2 
NL-22e0|HVRiiawiik 
Td, (*31-70| 340-2MO, Tx, 31 651 epo nl. 
Fac{+ai-|70) 340-3016 



Abeendedattfn desintematlooalen Ret^rchenbeflcMs 



29/05/2000 



Bevotlmachiigte* Bedlenstctor 



Covone, H 
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INTERNAT10NALER RECHERCHENBERICHT 



Angaben zu Veroffenllichifigsn, d< 



ECHEF 



len Patentlamllie gehwen 



PCT/IWo/00079 



Im Rgcherchgnbei^cht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
VeroffenHichung 



Mitglied(ef) der 
Patentfamilie 



Datum der 
VeroffsntDchung 



EP 0028902 


A 


20-05- 


■1981 


AU 


538128 B 


02-08-1984 










AU 


6401280 A 


07-05-1981 










CA 


1149738 A 


12-07-1983 










DE 


3063363 D 


07-07-1983 










JP 


56085287 A 


11-07-1981 










ZA 


8006506 A 


30-09-1981 


M6^9000625 


A 


25-01- 


-1990 


KEINE 






WO 9708186 


A 


06-03- 


-1997 


US 


6017754 A 


25-01-2000 










AU 


713352 B 


02-12-1999 










AU 


7253196 A 


19-03-1997 










CA 


2202907 A 


06-03-1997 










EP 


0788508 A 


13-08-1997 



PormbURPCTyiSA^tO iMTtano PatehttanilidlMii 1992J 



